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= < 54 > Bezeichnung: NEUE PFLANZLICHE ACYLTRANSFERASEN SPEZIFISCH FUR LANGKETTIGE MEHRFACH unge- 
^s sAtttgte fettsauren 



== (57) Abstract: The invention relates to a method for the production of long-chained, multiply unsaturated fatty acids in an or- 

^ garasm, wherein nucleic acids coding for polypeptide with acyltransferase activity are introduced into the organism Said nucleic 

=s acid sequences can be advantageously expressed in the organism, optionally together with other nucleic acid sequences coding for 

= Polypeptides of the biosynthesis of the fatty acid or lipid metabolism. The invention also relates to a method for the production of 

oils and/or triacylglycerides with an increased content of long-chained, multiply unsaturated fatty acids. The invention further relates 

«S| to the nucleic acid sequences, nucleic acids constructs vectors and organisms containing the inventive nucleic acid sequences, vec- 

^ tors containing the nucleic acid sequences and/or nucleic acid constructs and transgenic organisms containing the above-mentioned 
nucleic acid sequences, nucleic acid constructs and/or vectors. The invention additionally relates to oils, lipids a^d/or fatty acids 

<^ produced according to the inventive method and to the utilization thereof. 
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(57) ZusammenfassungL Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von langkettigen mehrfach ungesattigten 
Fettsauren in einem Organismus, indem Nukleinsauren in den Organismus eingebracht werden, die fur Polypeptide mit Acyltrans- 
feraseaktivitat codieren. Vorteilhaft konnen diese Nukleinsauresequenzen gegebenenfalls zusammen mit weiteren Nukleinsaurese- 
quenzen, die tiir Polypeptide der Biosynthese des Fettsaureoder Lipidstoffwechels codieren, in dem Organismus exprimiert werden 
Wetter hin betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung von Olen und/oder Triacylglyceriden mit einem erhohten Gehalt an 
langkettigen mehrfach ungesattigten Fettsauren. Die Erfindung betrifft weiterhin die Nukleinsauresequenzen, Nukleinsaurekonst- 
rukte, Vektoren und Organismen enthaltend die ertindungsgemassen Nukleinsaure sequenzen, Vektoren enthaltend die Nukleinsau- 
resequenzen und/oder die Nukleinsaurekonstrukte sowie transgene Organismen enthalten die vorgenannten Nukleinsauresequenzen 
Nukleinsaurekonstrukte und/oder Vektoren. Ein weiterer Teil der Erfindung betrifft Ole, Lipide und/oder Fettsauren hergestellt nach 
dem erfindungsgemaBen Verfahren und deren Verwendung. 
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Neue pflanzliche Acyltransferasen spezifisch fur langkettige mehrfach 
ungesattigte Fettsauren 

Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrffft ein Verfahren zur Herstellung von langkettigen 
5 mehrfach ungesattigten Fettsauren in einem Organismus, indem Nuldeinsauren in 
den Organismus eingebracht werden, die fur Polypeptide mit Acyltransferaseaktivitat 
codieren. Vorteilhafl kdnnen diese Nukleinsauresequenzen gegebenenfalls zusammen 
mit weiteren Nukleinsauresequenzen, die fur Polypeptide der Biosynthese des Fett- 
saure- Oder Lipidstoffwechels codieren, in dem Organismus exprimiert werden. Weiter- 
10 hin betriftt die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung von Olen und/oder Triacyl- 
glyceriden mit einem erhdhten Gehalt an langkettigen mehrfach ungesattigten Fett- 
sauren. 

Die Erfindung betriftt weiterhin die Nukleinsauresequenzen, Nukleinsaurekonstrukte, 
Vektoren und Organismen enthaltend die erfindungsgemaBen Nukleinsaure- 
15 sequenzen, Vektoren enthaltend die Nukleinsauresequenzen und/oder die Nuklein- 
saurekonstrukte sowie transgene Organismen enthalten die vorgenannten Nuklein- 
sauresequenzen, Nukleinsaurekonstrukte und/oder Vektoren. 

Ein weiterer Teil der Erfindung betrifft Ole, Lipide und/oder Fettsauren hergestellt nach 
dem erfindungsgemasen Verfahren und deren Verwendung. 

20 Fettsauren und Triacylglyceride haben eine Vielzahl von Anwendungen in der Lebens- 
mittelindustrie, derTierernahrung, der Kosmetik und im Pharmabereich. Je nachdem, 
ob es sich urn freie gesattigte und ungesattigte Fettsauren oder urn Triacylglyceride mit 
einem erhdhten Gehalt an gesattigten Oder ungesattigten Fettsauren handelt, sind sie 
fur die unterschiedlichsten Anwendungen geeignet. Mehrfach ungesattigte w-3-Fett- 

25 sauren und w-6-Fettsauren stellen dabei einen wichtigen Bestandteil der tierischen 
und menschlichen Nahrung dar. Aufgrund der heute ublichen Zusammensetzung der 
menschlichen Nahrung ist ein Zusatz von mehrfach ungesattigten cu-3-Fettsauren, 
die bevorzugt in FischSlen vorkommen, zur Nahrung besonders wichtig. So werden 
beispielsweise mehrfach ungesattigte Fettsauren wie Docosahexaensaure (= DHA 

30 C22:6 A4 - 7 ' 10 - 13 ' 16 ' 19 ) oder Eisosapentaensaure (= EPA, C20:5 A5fM1 - 1417 ) Babynahrung zur 
Erhohung des Nahrwertes zugesetzt. Der ungesattigten Fettsaure DHA wird dabei ein 
positiver Effekt auf die Entwicklung des Gehirns zugeschrieben. 

Im folgenden werden mehrfach ungesattigte Fettsauren als PUFA, PUFAs, LCPUFA 
oder LCPUFAs bezeichnet Oaoly unsaturated fatty acids, PUFA . mehrfach ungesattigte 
35 Fettsauren;Jong chain fioly unsaturated fatty acids, LCPUFA . langkettige mehrfach 
ungesattigte Fettsauren). 

Hauptsachlich werden die verschiedenen Fettsauren und Triglyceride aus Mikro- 
organismen wie Mortierella Oder Schizochytrium oder aus Ol-produzierenden Pflanzen 
wie Soja, Raps, Algen wie Crypthecodinium oder Phaeodactylum und weiteren 
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gewonnen, wobei sie in der Regel in Form ihrer Triacylglyceride (= Triglyceride 
= Triglycerole) anfallen. Sie konnen aber auch aus Tieren wie z.B. Fischen gewonnen 
werden. Die f reien Fettsauren werden vorteilhaft durch Verseifung hergestellt. 
H6her ? s J 1 ^ ?I fach un 9 esatt '9t© Fettsauren wie DHA, EPA, Arachidonsaure (= ARA 
5 2? V» 13 i^ihomo-v-linolensaure (C20:3f»»>») oder Docosapentaensaure (DPA, 
C22:5 ■ • • ) lassen sich nicht aus Olfruchtpflanzen wie Raps, Soja, Sonnenblume 
Farberdistel Oder anderen isolieren. Ubliche naturliche Quellen fur diese Fettsauren 
sind Fische wie Hering, Lachs, Sardine, Goldbarsch, Aal, Karpfen, Forelle, Heilbutt 
Makrele, Zander oder Thunfisch oder Algen. 

1 0 Je nach Anwendungszweck sind Ole mit gesattigten oder ungesattigten Fettsauren 
bevorzugt, so sind z.B. in der humanen Ernahrung Lipide mit ungesattigten Fettsauren 
speziell mehrfach ungesattigten Fettsauren bevorzugt. Den mehrfach ungesattigten 
w-3-Fettsauren wird dabei ein positiver Effekt auf den Cholesterinspiegel im Blut und 
damit auf die Mdglichkeit der Prevention einer Herzerkrankung zugeschrieben Durch 

1 5 Zugabe dieser w-3-Fettsauren zu Nahrung kann das Risiko einer Herzerkrankung 
eines Schlaganfalls oder von Bluthochdruck deutlich verringert werden. Auch ent-' 
zundliche speziell chronisch entzundliche Prozesse im Rahmen immunologischer 
Erkrankungen wie meumatroider Arthritis lassen sich durch w^3-Fettsauren positiv 
beeinflussen. Sie werden deshalb Lebensmitteln speziell diatischen Lebensmitteln 

20 zugegeben oder finden in Medikamenten Anwendung. w-6-Fettsauren wie Arachidon- 
saure haben bei diesen rheumatischen Erkrankungen aufgrund unserer ublichen 
Nahrungsmittelzusammensetzung eher einen negativen Effekt auf diese Krankheiten. 

co-3- und w-6-Fettsauren sind Vorlaufer von Gewebshormonen, den sogenannten 
Eicosanoiden wie den Prostaglandinen, die sich von der Dihomo-y-linolensaure der 
25 Arachidonsaure und der Eicosapentaensaure ableiten, den Thromoxanen und Leuko- 
tnenen, die sich von der Arachidonsaure und der Eicosapentaensaure ableiten. Eicosa- 
noide (sog. PG 2 -Serie), die aus w-6-Fettsauren gebildet werden fordern in der Regel 
Entzundungsreaktionen, wahrend Eicosanoide (sog. PG 3 -Serie) aus w-3-Fettsauren 
gennge oder keine entzQndungsfordernde Wirkung haben. 

30 Aufgrund ihrer positiven Eigenschaften hat es in der Vergangenheit nicht an Ansatzen 
gefehlt, Gene, die an der Synthese von Fettsauren bzw. Triglyceriden beteiligt sind 
fur d«e Herstellung von Olen in verschiedenen Organismen mit geandertem Gehalt ' 
an ungesattigten Fettsauren verfugbar zu machen. So wird in WO 91/13972 und 
seinem US-Aquivalent eine A-9-Desaturase beschrieben. In WO 93/1 1245 wird eine 

35 A-15-Desaturase in WO 94/1 1 516 wird eine A-12-Desaturase beansprucht. Weitere 
Desaturasen werden beispielsweise in EP-A-0 550 162, WO 94/18337, WO 97/30582 
WO 97/21340, WO 95/18222, EP-A-0 794 250, Stukey et al., J. Biol. Chem., 265, ' 
1990: 20144-20149, Wada et al., Nature 347, 1990: 200-203 oder Huang et al 
Lipids 34, 1999: 649-659 beschrieben. Die biochemische Charakterisierung der ver- 

40 schiedenen Desaturasen ist jedoch bisher nur unzureichend erfolgt, da die Enzyme als 
memorangeDundene Proteine nur sehr schwer zu isolieren und zu charakterisieren 
sind (McKeon et al., Methods in Enzymol. 71 , 1981 : 12141-12147, Wang et al., Plant 
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Physiol. Biochem., 26, 1988: 777-792). In der Regel erfolgt die Charakterisierung 
membrangebundener Desaturasen durch Einbringung in einen geeigneten Organis- 
ms der anschl.eBend auf Enzymaktivitat mittels Edukt- und Produktanalyse unter- 
sucht wird. A-6-Desaturasen werden in WO 93/06712, US 5,614,393, US 5 614 393 

™r 2 n W ? °° /21557 r WO 99/271 ' 1 ^hrieben und aucn dfe Cnd^ng 
zur Produkfton in transgenen Organismen beschrieben wie in WO 98/46763 
WO 98/46764 WO 9846765. Dabei wird auch die Expression verschiedener Desa- 
turasen w,e .n WO 99/64616 Oder WO 98/46776 und Bildung polyungesattigter Fett- 
sauren beschneben und beansprucht. Bzgl. der Effektivitat der Expression von Desa- 
turasen und ihren Einfluss auf die Bildung polyungesattigter Fettsauren ist anzu- 
merken dass durch Expression einer einzelnen Desaturase wie bisher beschrieben 
led.ghch gennge Gehalte an ungesattigten Fettsauren/Lipiden wie z.B. v-Linolensaure 
und Steandonsaure erreicht wurden. Weiterhin wurde in der Regel ein Gemisch aus 
to-3- und to-6-Fettsauren erhalten. 

Besonders geeignete Mikroorganismen zur Herstellung von PUFAs sind Mikro- 
orgamsmen wie Mikroalgen wie Phaeodactylum tricomutum, Porphoridium-Arten 
Thraustochytrien-Arten, Schizochytrien-Arten Oder Crypthecodinium-Arten, Ciliaten 
W '!,f 5f * 3 ° der °° ] P ](i]u ^ Pi,ze > wie Mortierella, Entomophthora Oder Mucor 
und/oder ^toosen wie Physcomitrella, Ceratodon und Marchantia (R. Vazhappilly & F 

22? ( M 9 fJ B ° taniCa M3rina 41: 553 " 558; K - Totani & K - Oba (1987) Lipids 22: 1060- 
1062; M. Atamoto et al. (1998) Appl. Biochemistry and Biotechnology 737269-278) 
Durch Stammselektion ist eine Anzahl von Mutantenstammen der entsprechenden ' 
M.kroorgan,smen entwickelt worden, die eine Reihe wiinschenswerter Verbindungen 
emschl.eBI.ch PUFAs, produzieren. Die Mutation und Selektion von Stammen mit ' 
verbesserter Produktion eines bestimmten MolekQIs wie den mehrfach ungesattigten 
Fettsauren .stjedoch ein zeitraubendes und schwieriges Verfahren. Deshalb werden 
wenn immer moglich wie oben beschrieben gentechnologische Verfahren bevorzugt.' 
M.t H.lfe der vorgenannten Mikroorganismen lassen sich jedoch nur begrenzte Mengen 
der gewunschten mehrfach ungesattigten Fettsauren wie DPA, EPA Oder ARA her- 

^f obei * lese * der Re 9«' J® nach verwendeten Mikroorganismus als Fettsaure- 
gemische aus beispielsweise EPA, DPA und DHA anfallen. 

Die Biosynthese von LCPUFAs und der Einbau von LCPUFAs in Membranen oder 
Tr.acylglycer.de erfolgt fiber verschiedene Stoffwechselwege (A. Abbadi et al (2001) 
European Journal ! of Lipid Science & Technology 103:106-113). In Bakterien wie 
Vibrio und Mikroalgen wie Schizochytrium wird Malonyl-CoA Ober eine LCPUFA- 
Produzierende * Polyketidsynthase zu LCPUFAs umgesetzt (J.G. Metz et al. (2001 ) 

PhLl C H G f{ 29 °" 293 ; W ° 00/421951 WO 98/27203 ' WO 98/55 625). in Mikroalgen wie 
Phaeodactylum und Moosen wie Physcomitrella werden ungesattigte Fettsauren wie 
Linolsaure oder Lmolensaure in Form ihrer Acyl-CoAs in mehreren Desaturierungs- 
und Elongatonsschritten zu LCPUFAs umgesetzt (T.K. Zank et al. (2000) Biochemical 
Society Transacts 28: 654-658). Bei Saugetieren beinhaltet die Biosynthese von 
DHA zusatzlich zu Desaturierungs- und ElongatJonsschritten eine Kettenverkurzung 
uber beta-Oxidation. 55 
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LCPUFAs liegen in Mikroorganismen und niederen Pflanzen entweder ausschlieSlich 
in Form von Membranlipiden vor, wie bei Physcomitrella und Phaeodactylum, Oder sie 
sind in Membranlipiden und Triacylglyceriden vorhanden, wie bei Schizochytrium und 
Mortierella. Der Einbau von LCPUFAs in Lipide und Ole wird durch verschiedene Acyl- 
5 transferasen und Transacylasen katalysiert. Diese Enzyme sind bereits bekannt fur 
den Einbau von gesattigten und ungesattigten Fettsauren [A.R. Slabas (2001) J. Plant 
Physiology 158: 505-513; M. Frentzen (1998) Fett/Lipid 100: 161-166); S. Cases et al. 
(1998) Proc. Nat. Acad. Sci. USA 95: 13018-13023]. Bei den Acyltransferasen handelt 
sich urn Enzyme des sogenannten Kennedy-Pathways, die an der cytoplasmatischen 

1 0 Seite des Membransystems des Endoplasmatischen Reticulums, nachfolgend als 
,ER' bezeichnet, lokalisiert sind. Experimental k6nnen Membranen des ER als soge- 
nannte ,mil<rosomale Fraktionen' aus verschiedenen Organismen isoliert werden 
[D.S. Knutzon et al. (1995) Plant Physiology 109: 999-1006; S. Mishra & Y Kamisaka 
(2001) Biochemistry 355: 315-322; US 5968791]. Diese ER-gebundenen Acyltrans- 

1 5 ferasen in der mikrosomalen Fraktion verwenden Acyl-CoA als aktivierte Form der 
Fettsauren. Glycerin-3-phosphat Acyltransferase, im folgenden GPAT genannt, kata- 
lysiert den Einbau von Acylgruppen an der sn-1 Position von Glycerin-3-phosphat. 
1-Acylglycerin-3-phosphat Acyltransferase (E.C. 2.3.1.51), auch Lysophosphatidsaure 
Acyltransferase, im folgenden LPAAT genannt, katalysiert den Einbau von Acylgruppen 

20 an der sn-2 Position von Lysophosphatidsaure, nachfolgend als LPA abgekurzt. Nach 
Dephosphorylierung von Phosphatidsaure durch Phosphatidsaure Phosphatase kata- 
lysiert Diacylglycerin Acyltransferase, im folgenden DAGAT genannt, den Einbau von 
Acylgruppen an der sn-3 Position von Diacylglycerins. Neben diesen Kennedy Pathway 
Enzymen sind weitere Enzyme am Einbau von Fettsauren in Triacylglyceride beteiligt, 

25 die Acylgruppen aus Membranlipiden in Triacylglyceride einbauen konnen. Phospho- 
lipid Diacylglycerin Acyltransferase, nachfolgend PDAT genannt und Lysophosphatidyl- 
cholin Acyltransferase, nachfolgend LPCAT genannt. Auch andere Enzyme wie Leci- 
thin Cholesterin Acyltransferase (LCAT) konnen am Transfer von Acylgruppen aus 
Membranlipiden in Triacylglyceride beteiligt sein. 

30 In WO 98/54302 wird von Tjoelker et al. eine humane Lysophosphatidsaure Acyltrans- 
ferase offenbart sowie ihre mogliche Verwendung zur Therapie von Krankheiten, als 
diagnostisches Agens sowie eine Methode zur Identifizierung von Modulatoren der 
humanen LPAAT. Von Leung et al. werden in WO 98/54303 Sauger Lysophosphatid- 
saure Acyltransferasen beschrleben. Weiterhin offenbaren Leung et al. ein Verfahren 

35 zum Screening von pharmazeutischen Verbindungen fur die Anwendung beispiels- 
weise bei der Behandlung von Entzundungen. 

Weiterhin sind in der Uteratur und Patenten eine Vielzahl von Acyltransferasen mit 
den verschiedensten enzymatischen Funktionen beschrieben worden, so werden z B 
in WO 98/55632 und WO 93/10241 Fettsaure-Alkohol-Acyltransferasen beschrieben, 
40 die an der Wachssynthese beteiligt sind. In WO 98/55631 wird eine DAGAT (Diacyl- ' 
glycerin Acyltransferase) aus Mortierella ramanniana beschrieben sowie eine aus 
Jojoba stammende Wachssynthase, die auch DAGAT-Aktivitat hat. Slabas et al. 
(WO 94/13814) offenbart eine membrangebundene sn2-spezifische Acyltransferase, 
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t VS^i l h L BnbaU V ° n 6infaCh un 9 esa ttigter Erukasaure fur die 
ZESS^TL h 80 1 R8PS 6ine erh6hte Ausbeute an Erukasaure ermoglicht. In 
WO 96/24674 w,rd e.n entsprechendes Enzym bzw. Gen aus Limnanthes douglasii 

^ZTf * a ^ eSchretoen ln WO ^7791 LPAATs, die spezifisch fur 

mrttellange Fettsauren s.nd und diese in die sn2-Position von Triglyceriden einbauen 
Wetere neue pf.anz.iche Acyltransfenasesequenzen, die Ober HomologievergSche mit 

SEZ^STT TT ken 9efUnden WUlden ' ^ ™ Lassne et a 
(WO 00/1 8889) beschneben. Angaben Qber die spezifische Funktion dieser Acyltrans- 

Zo^^Z^T Daten 20 den ~— E — « 

m tmT atiS , Ch f 0 AkBVitat 6iner LPCAT erstma,s ln Ratt <*n beschrieben [Und 
( 960) Journal of Biological Chemistry 235: 2233-2237]. In Pflanzen existiert eine 

SSESS^ST LPCAT [Akerm0U " 61 * (20 ° 0) Biochemica ' Society Trans- 
SSSf * I 3 S ° Wie ^ ER 9 ebundene ,s °form [Tumaney und Rajasekharan 
(1999) B.och,m.ca et Biophysica Acta 1439: 47-56; Fraser und Stobart, Biochemica? 
Society Transactions (2000) 28: 715-7718]. LPCAT ist in Tieren wie auch in Rlanzen 
an der Bjosynthese und der TransacyHerung von mehrfach ungesattigten FettsLrTn 

,1987? n [ ?n e T ^ (1984) Bi0Chem ' J - 223: 305 " 31 " S *™ a ^ StooLrt 
(1 1 987) ,n The B,ochem.stry of Plants: a Comprehensive Treatise', Vol 9 (Stumof PK 

!?i^- 175 " 214 * Academfc Press ' New Bne wichtige Funktion der LPCAT Oder 
LP^Tna^^ Acyltransferase, nachfolgend 

LPLAT genannt, be. der ATP-unabhangigen Synthese von Acyl-CoA aus Phospho- 

^zzz?r ashita et af - (2001; jouma ' - sks^ 

Trote vieler biochemischer Daten konnten bisher keine Gene kodierend fQr LPCAT 
dentttaert garden. Gene anderer verschiedener pflanzlicher AcyltransfeLen ^onnten 
jsoUert werden und werden in WO 00/18889 (Novel Plant Acyltransferases) beschrie 

Hohere Pflanzen enthalten mehrfach ungesattigte Fettsauren wie Linolsaure (C18 2) 
und Lmolensaure (C18:3). ARA, EPA und DHA kommen im Samenol hoherer Pflanzen 
flsTT' nUr J n n Spuren vor < E ' U <*« Nouveau Dictionnaire desHu'es 
tales Techn.que & Documentation - Lavoisier, 1995. ISBN: 2-7430-0009-0) Es ist 

^^l^^^T!^ ^ 8Uf di8Se WeiSe 9ro3e Men 9 en <> ualitativ "och- 
™K£ ? ? J"*" d ' e Lebensm «^ustrie, die Tierernahrung und fOr pharma- 
zeutsche Zwecke kostengGnstig gewonnen werden konnen. Hierzu werden voZl 

^P^T^^T^ Gene k ° dierend ,Qr En ^ me der Biosyntheseton 
LCPUFAs .n Olsaaten emgefuhrt und exprimiert werden. Dies sind Gene kodierend fur 
A-6-Desaturase, A-6-Elongase, A-5-Desaturase, A-5-Efongase und A-4-Desafu Jse 
D,ese Gene konnen vorteilhaft aus Mikroorganismen und *dJ« H^SST 
werden, die LCPUFAs herste.ien und in den Membranen oder Tnacylgfyc^den 
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oatens e und S A *" ^ A - 6 - Desatu ^se-Gene aus dem Moos Physcomitrella 
patens und A-6-Elongase-Gene aus P. patens und dem Nematoden C. elegans isoliert. 

Transgene Pflanzen, die Gene kodierend fQr Enzyme der LCPUFA-Biosynthese 
expr,m,eren sind geeignet, geringe Mengen dieser LCPUFAs zu p^roduzteren alier 
dings besteht die Gefahr, dass diese nicht in Triglyceride, sondernfn SSL 
emgebaut werden, weil die endogenen Acyliransferasen und Transa^en SpufL 
eventuell nrcht als Substrat erkennen und folglich nicht in TH«ii2S^2i 

t^z^ 6 zi^t une r h nscht: o) der in ss: : sL 

i nacy g ycer de. Daher ist es aus vwrtschaftlicher Sicht notwendig, LCPUFAs in 
Tr.acylglycer.den anzureichern. In Membranen eingebaute LCPUFAs konnen die 

i9 !?f haft6n ^ Membranen ver ^ d6m unS^^vJ^ 
von ESSE! TranSP ° rtei ^«- der Membranen sowie die StressSnz 

«nt^.?n S ?H ne R lan2en ' Gene k0dier6nd f0r der LCPUFA-Biosynthese 

SSTrr undLC ™As produzieren wurden beispie.swe.seT 
pL n^L? ^ <Y e ? anren 2Ur Herstellung mehrfach ungesattigter Fettsauren in 
Znn^T* S beSChrieben - Diese ™«»n produzieren allerdings LCPUFAs in 
ottS ^ZST'* ^ in ^ » A «* wetr" 

te?F^^ er A ^ 9abe 6,0 Verfahren Herst e«ung von mehrfach ungesattig- 
ten Fettsauren »n einem Organismus vorteilhaft in einem eukaryontischen Oroanismus 

Sis z : T mckein - Djese Auf9abe ™* «^2ssr 

gemaBe Verfahren zur Herstellung mehrfach ungesattigter Fettsauren in einem 
Org_ gelost, dadurch gekennzeichnet, dass das Verfahren f^ndTlchritte 

3) SPoinMnTt^??^ 6iner N"k'einsauresequenz in den Organismus mit der in 
^ ? J ,D NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO- 7 

f f ^Lo^n mA SEQ 10 N ° : 11 ' SEQ ,D NO: 13 ' SEQ ,D NO 14, SEQ ID NO' 
2£S£**. 18 ° d6r SE ° ,D NO: 20 dar ^en Sequenz/die fur ein Poly- 
pept.d mrt e.ner Lysophosphatidsaure Acyltransferase-Aktivitat codiert; Oder 

b) ^^"^S^^ Nukleinsauresequenz in den Organismus mit der in 

fuf ain Pn.?n t -H SE ? '? N ° : 24 0der SEQ ,D NO: 26 ^esfe.lten SequenTdte 
ftjr e,n Polypepfd m.t e.ner Glycerin-3-phosphat Acyltransferase-Alctivitet cod e* 
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c) Einbringen mindestens einer Nukleinsauresequenz in den Organismus mit der in 
SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30 oder SEQ ID NO: 32 dargestellten Sequenz, die 
fur ein Polypeptid mit einer Diacylgiycerin Acyltransferase-Aktivitat codiert; oder 

d) Einbringen mindestens einer Nukleinsauresequenz in den Organismus mit der 
5 in SEQ ID NO: 34 oder SEQ ID WO: 36 dargestellten Sequenz, die fur ein Poly- 
peptid mit einer Lecithin Cholesterin Acyltransferase-Aldivitat codiert; oder 

e) Einbringen mindestens einer Nukleinsauresequenz in den Organismus, die sich 
als Ergebnis des degenerierten genetischen Codes von den in SEQ ID NO: 1 , 
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, 

10 SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID 

NO: 16, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 26, 
SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34 oder SEQ ID 
NO: 36 enthaltenden codierenden Sequenz abietten lasst, oder 

f) Einbringen mindestens eines Derivates der in SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, 
15 SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11 , 

SEQ ID NO: 1 3, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 1 6, SEQ ID NO: 1 8, SEQ ID 
NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28, 
SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34 oder SEQ ID NO: 36 darge- 
stellten Nukleinsauresequenz in den Organismus, die fur Polypeptide mit der in 

20 SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 1 2, 

SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 1 9, SEQ ID NO: 21 , SEQ ID 
NO: 23, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 31, 
SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 35 oder SEQ ID NO: 37 dargestellten Aminosaure- 
sequenz codieren und mindestens 40 % Homologie auf Aminosaureebene mit 

25 SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, 

SEQ ID NO: 1 5, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 1 9, SEQ ID NO: 21 , SEQ ID 
NO: 23, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 31, 
SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 35 oder SEQ ID NO: 37 aufweisen und eine aqui- 
valente Lysophosphatidsaure Acyltransferase-Aktivitat, Glycerin-3-phosphat 

30 Acyltransferase-Aktivitat, Diacylgiycerin Acyltransferase-Aktivitat oder Lecithin 

Cholesterin Acyltransferase-Aktivitat aufweisen, und 

g) kultivieren und ernten des Organismus. 

Vorteilhaft enthalten die im erfindungsgemaBen Verfahren hergestellten mehrfach 
ungesattigten Fettsauren mindestens zwei vorteilhaft drei, vier Oder funf Doppel- 

35 bindungen. Besonders vorteilhaft enthalten die Fettsauren vier oder funf Doppel- 
bindungen. Im Verfahren hergestellte Fettsauren haben vorteilhaft 18-, 20-, 22- oder 
24 C-Atome in der Fettsaurekette, bevorzugt enthalten die Fettsauren 20, 22 oder 
24 Kohlenstoffatome in der Fettsaurekette. Vorteilhaft werden gesattigte Fettsauren mit 
den im Verfahren verwendeten Nukleinsauren wenig oder gar nicht umgesetzt. Unter 

40 wenig ist zu verstehen, das im Vergleich zu mehrfach ungesattigten Fettsauren die 
gesattigten Fettsauren mit weniger als 5 % der Aktivitat, vorteilhaft weniger als 3 %, 
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besonders vorteilhaft mit weniger als 2 % umgesetzt werden. Diese hergestellten 
Fettsauren konnen als einziges Produkt im Verfahren hergestellt werden Oder in einem 
Fettsauregemisch voriiegen. 

Bei den im erfindungsgemaBen Verfahren verwendeten Nukleinsauresequenzen 
handelt es sich urn isolierte Nukleinsauresequenzen, die fur Polypeptide mit Lyso- 
phosphatidsaure Acyltransferase-Alctivitat, Glycerin-3-phosphat Acyltransferase- 
Aktivitat, Diacylglycerin Acyltransferase-Aktivitat und/oder Lecithin Cholesterin 
Acyltransferase-AI<tivitatcodieren. 

Die im Verfahren hergestellten mehrfach ungesattigten Fettsauren sind vorteilhaft in 
Membranhpiden und/oder Triacylglyceriden gebunden, kdnnen aber auch als freie 
Fettsauren Oder aber gebunden in Form anderer Fettsaureester in den Organismen 
vorkommen. Dabei kdnnen sie wie gesagt als "Reinprodukte" oder aber vorteilhaft in 
Form von Mischungen verschiedener Fettsauren oder Mischungen unterschiedlicher 
Glycende voriiegen. Dabei lassen sich die in den Triacylglyceriden gebundenen 
yerschieden Fettsauren von kurzkettigen Fettsauren mit 4 bis 6 C-Atomen, mittel- 
ketbger. Fettsauren mit 8 bis 12 C-Atomen oder langkettigen Fettsauren mit 14 bis 
24 C-Atomen ableiten, bevorzugt sind die langkettigen Fettsauren besonders bevor- 
zugt sind die langkettigen Fettsauren LCPUFAs von C 18 -, Q*-, Q*- und/oder C 24 - 
Fettsauren. z 

Im erfindungsgemaBen Verfahren werden vorteilhaft Fettsaureester mit mehrfach 
ungesatbgten C 18 -, C^-, und/oder C 24 -Fettsauremolekulen mit mindestens zwei 
Doppelbindungen im Fettsaureester hergestellt Bevorzugt enthalten diese Fettsaure- 
molekule drei, vier oder funf Doppelbindungen und fQhren vorteilhaft zur Synthese von 
^mcTX™^ Y-Linolensaure (= GLA, C18:3^-), Stearidonsaure 
(=SDA,C18.4 • ; 'Dihomo-Y-Unolensaure(=DGLA,20:3 A811 - 14 ) Eicosatetrapn 
%Z£f[ K C20: r i "").A ra ch Wonsa ure(ARA,, ecosapemaen^P^r 
deren Mischungen, bevorzugt EPA und/oder ARA 

Die Fettsaureester mit mehrfach ungesattigten C 18 -, C 20 -, Caa-, und/oder C^-Fett- 
sauremolekulen konnen aus den Organismen, die fur die Herstellung der Fettsaure- 
ester verwendet wurden, in Form eines Cls oder Lipids beisplelsweise in Form von 
Verbindungen wie Sphingolipide, Phosphoglyceride, Lipide, Glycolipide wie Glycos- 
phingolip.d, Phospholipide wie Phosphatidylethanolamln, Phosphatidylcholin, Phos- 
phatidylsenn, Phosphatidylglycerol, Phosphatidylinositol oder Diphosphatidylglycerol 
Monoacylglyceride, Diacylglyceride, Triacylglyceride oder sonstige Fettsaureester wie 
d.e AcetylCoenzymA-Ester, die die mehrfach ungesattigten Fettsauren mit mindestens 
zwe, bevorzugt drei Doppelbindungen enthalten, isoliert werden, vorteilhaft werden sie 
m i der Form .hrer Diacylglyceride, Triacylglyceride und/oder in Form des Phosphatidyl- 
cholm isoliert, besonders bevorzugt in der Form der Triacylglyceride. Neben diesen 
Estern sind die mehrfach ungesattigten Fettsauren auch als freie Fettsauren oder 
gebunden in anderen Verbindungen in den Organismen vorteilhaft den Pflanzen ent- 
halten. In der Regel liegen die verschiedenen vorgenannten Verbindungen (Fettsaure- 
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ester und I re. Fettsauren) in den Organismen in einer ungefahren Verteilung von 80 bis 
90 Gew -o/o Tng lyceride, 2 bis 5 Gew,% Diglyceride, 5 bis 10 <*»,..% MonogiycerL 
1 b,s 5 Gew,% freie Fettsauren, 2 bis 8 Gew,% Phosphoiipide vor, wobei sSh d!e 
Summe der verschiedenen Verbindungen zu 1 00 Gew.-% erganzt. 

Im erfindungsgemaBen Verfahren werden die hergestellten LCPUFAs mit einem 
Gehalt von mindestens 3 Gew.-%, vorteilhaft von mindestens 5 Gew.-% bevorzuat 
von mindestens 8 Gew,%, besonders bevorzugt von mindestens 1 0 Gew % ganz 
besonders bevorzugt von mindestens 15 Gew,o /o bezogen auf die gesamten Fett- 

oXk ' Inl S 960 ? °: 9a f men vortei,haft «" *™ transgenen Pf ianze her- 
gestellt. Vorte.lhaft werden d.e Fettsauren in gebundener Form hergestellt. Mit Hilfe 

Z?J«" ^T* 6 ™***" Verfahren verwe ^eten Nukleinsauren lessen sioh diese 
ungesattogten Fettsauren an sn1-, sn2- und/oder snS-Position der vorteilhaft her- 
gestellten Tnglyceride bringen. Da im erfindungsgemaBen Verfahren von den Aus- 
T^TT Q T He ^ decadien ^ure (C16:2), Linolsaure (C18:2) bzw. Linolen- 

1? ] T- Reaktionsschritte durchlaufen werden, fallen die Endprodukte 
des Verfahrens w,e beispielsweise Arachidonsaure (ARA) oder Eicosapentaensauna 
(EPA) n.cht ate absolute Reinprodukte an, es sind immer auch geringe Spuren der 
Vorstufen ,rn Endprodukt enthalten. Sind in dem Ausgangsorganismus bzw. in der 

beispielsweise sowohl Unolsaure als auch Linolensaure vorhanden, 
so l,eger .die Endprodukte wie ARA und EPA als Mischungen vor. Die Vorstufen sollten 
vorte,lhaft n.cht mehr als 20 Gew,%, bevorzugt nicht mehr als 15 Gew.-%, besonde s 
bevorzugt nfcht als 1 0 Gew,%, ganz besonders bevorzugt nicht mehr als 5 Gew" % 
bezogen auf d.e Menge des jeweilige Endprodukte betragen. Vorteilhaft werden in 

aZTn v.Th a "l e 3,5 End P rodukte nur AR A Oder nur EPA im erfindungs- 
gemaBen Verfahren gebunden Oder als freie Sauren hergestellt. Werden beide Ver- 
bmdungen (ARA + EPA) gleichzeitig hergestellt, werden sie vorteilhaft in einem Ver- 
haltn.s von m.ndesten 1:2 (EPArARA), vorteilhaft von mindestens 1:3, bevorzugt von 
1 :4, besonders bevorzugt von 1 :5 hergestellt. 

Durch die erfindungsgemaBen Nukleinsauresequenzen kann eine Steigerung der 
Ausbeute an mehrfach ungesattigten Fettsauren von mindestens 50 % vorteilhaft von 
m.ndestens 80 %, besonders vorteilhaft von mindestens 100 * ganz besonders vo 
2 v rn. n T d !f 50 % 9e 9 enQberden ^ht transgenen Ausgangsorganismus 

vorteilhaften Ausfuhrungsform kann die Ausbeute an mehrfach ungesattigten Fett- 
sauren urn m.ndestens 200 %, bevorzugt urn mindestens 250 %, ganz besonders 
bevorzugt urn mindestens 300 % gesteigert werden. °esonaers 

Auch chemisch reine mehrfach ungesattigte Fettsauren oder Fettsaurezusammen- 

Fett^^^^^ Verfahren darSte,lbar ' Da2u werde " d ' a 

Fettsauren oder dre Fettsaurezusammensetzungen aus dem Organismus wie den 

M,kroorgan,smen oder den Pflanzen oder dem Kulturmedium, in dem oder auf dem 

d,e Organ.smen angezogen wurden, oder aus dem Organismus und dem Kultur- 

med.um .n bekannter Weise beispielsweise Gber Extraktion, Destination, Kristallisation 
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2S2f2K^ Kombinationen dieser M*wden isoliert. Diese chemisch reinen 
Fettsauren oder Fettsaurezusammensetzungen sind fur Anwendungen im Bereich der 

t^aft" 1 ^ Kosmetlkindustrie und besonders der Pharmaindustrie vof- 

Als Organismus fur die Herstellung im erfindungsgemaBen Verfahren kommen 
prrnzpell alle Organismen wie Mikroorganismen, nicht-humane Tiere oder Pflanzen in 
Frage. Vorte,lhaft werden im erfindungsgemaBen Verfahren transgene Organ sm?n ^e 
P.«ze w,e Mortierella Oder Traustochytrium, Hefen wie Saccharomyces odHchTi- 
saccharomyces, Moose wie Physcomrtrella oder Ceratodon, nicht-humane Tiere wie 
Caenorhabdrt.s, Algen wie Crypthecodinium oder Phaeodactylum oder Pflanzen wie 
zwe.ke.mblattr.ge oder einkeimblattrige Pflanzen verwendet. Besonders vorteilhaft 
werden Organ.smen im erfindungsgemaBen Verfahren verwendet, die zu den Ol- 
produzierenden Organismen gehdren, das heiBt die fur die Herstellung von Olen 
verwendet werden, wie Pilze wie Mortierella oder Traustochytrium, Algen wie Crypthe- 
cod.n,um Phaeodactylum oder Rlanzen, insbesondere Rlanzen bevorzugt o2 
pflanzen die groBe Mengen an Lipidverbindungen enthalten, wie Erdnuss, Raps 
Canola, Sonnenblume, Safflor (Farberdistel), Mohn, Senf, Hanf, Rizinus, Olive; Sesam 
Calendula, Pumca, Nachtkerze, Konigskerze, Distel, Wildrosen, Haselnuss, MandeT 
Macadam.a, Avocado, Lorbeer, Kurbis, Lein, Soja, Pistazien, Borretsch, Baume ' 
(Olpalme Kokosnuss oder Walnuss) oder Feldfruchte, wie Mais, Weizen, Roggen, 
Hafer, Tnt.ca«e Re,s, Gerste, Baumwolle, Maniok, Pfeffer, Tagetes, Solanaceen- 
Rlanzen, w.e Kartoffel, Tabak, Aubergine und Tomate, Vicia-Arten, Erbse, Alfalfa oder 
Buschp tenzen (Kaffee, Kakao, Tee), Salix-Arten sowie ausdauernde Gr£er und 
Futterfeldfruchte. Bevorzugte erfindungsgemaBe Pflanzen sind Olfruchtpflanzen 
wie Erdnuss Raps Canola, Sonnenblume, Safflor (Farberdistel), Mohn, Senf, Hanf, 

?^Z S ; ° ale TT ' PUnlCa ' NaChtkerze ' KOrbis ' Lein » Soja, Borretsch Baume 
(Olpalme Kokosnuss). Besonders bevorzugt sind C18:2- und/oder C18:3-Fettsaure 

ZteM^ZT S M° nn ^ b,Ume ' Farberdistel ' T ^ak, K6nigskerze, Sesam, Baum- 
SSJ? L ' ' NaChtkerze ' Wa,nuss > Lein, Hanf, Distel oder Farberdistel. Ganz 

SSSraS? 0 ^ e Farberdistel ' Sonnenb,ume ' Mohn - Na « 

Fur das erfindungsgemaBe beschriebene Verfahren ist es vorteilhaft in den Organis- 
r s ^h wo? 2U T»T: Verfahrenssch "« (a) bis (f) eingebrachten Nukleinsauren 

f Nuk,e,nsauren einzubringen, die f Or Enzyme des Fettsaure- oder 
upidstoffwechsels codreren. 

Im Prinzip konnen alle Gene des Fettsaure- oder Upidstoffwechsels vorteilhaft in 
vlT^T *? erfinderischen A cy'-CoA:Lysophospholipid-Acyltransferase im 
uo^h « ZUr w Here * e,,un 9 mehrfach ungesattigter Fettsauren verwendet werden 
GrunnP n ?f ^ Li P id ^ffwechsels ausgewahlt aus der 

^P/^^^ Acyl-ACP[= acyl carrier protein]-Desaturase(n). 

h"; T ? eSteraSe(n) ' Fettsaur ^Acyl-Transferase(n), Acyl-CoA:Lysophospho- 
l.p.d-Acyltransferasen, Fettsaure-Synthase(n), Fettsaure-HydroxylaseJ, AcSyl 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



WO 2004/087902 

PCT/EP2004/003224 

11 

Coenzym A-Cart,oxylase(n), Acyl-Coenzym A-Oxidase(n), Fettsaure-Desaturasefn) 
Fettsaure-Acetylenasen, Lipoxygenase^ Triacylglycerol-Lipasen /Utonmdd %T 
ttasen, Hydroperoxid-Lyasen odar FeiMure^Z^WtoZi^nt^ 
Acy«-CoA:Lysophospholipid-Acyltransferase verwendet. Besonder ^u^en 
Gene ausgewahft aus der Gruppe der Acy.-CoA:Lysophospho^ 
A-4-Desaturasen, A-5-Desaturasen, A-6-Desaturasen, A-8-Desaluasen ^0^- 
turasen, A-12-Desaturasen, A-5-Elongasen, A-6-Elongasen oder^^nqafenTn 
Komb.na .on m.t den vorgenannten Genen fur die Lysophosphatidsa^ 

h n S ? y r nn t Ph ° SPhat ^"^se, Diacylglycerin Acy SnS2i? Ser Leci 
h.nCholestenn Acyltransferase verwendet, wobei einzelne Gene ode ^mehretGene 
in Kombination verwendet werden kdnnen. menrere Gene 

Durch die enzymatische Aktivitat der im erfindungsgemaBen Verfahren verwendeten 
Nukleinsauren d.e fur Polypeptide mit Lysophosphatidsaure Acyltransferase- G^ 
cer,n-3-phos P hat Acyltransferase-, Diacylglycerin Acyltransferase- odeShin 
Cholestenn Acyltransferase-Aktivitatcodieren, vortei.haft in Kombinatfon m^Nuklein 

sch,edenen mehrfach ungesttBgten Fe«s a uren cdereinzeine 7*h£Z2Z%£ 
F^uren r era Oder ARA in freier Oder gebundener Form herSn TSL 
**? aure f »"imenset2ung h der Ausgangspflanze vorherrsoht (SsTodeT 
C18:3-Fettsauren) entstehen so Fettsauren, die sich von C18-2-Fettiuren JtZ^T 

n..r ri a nri 7 J ' vor ' so konnen a,s p rodukte des Verfahrens 

kle^fn^er im 0^*^' * ^ FettSauren 0der ^bunden vo'egen 
arnolensaureT P " Bna a,S un ^attigte Fettsaure nu? 

d„w« hL« !S2 IT ' 8 ^ } be,s P ie, sweise wie in Lein, so konnen ais Pro- 

2252? Verfahr ! nS nUf SDA ' CTA und EPA entstene ". vi oben beschrieben ais 
fre,e Fettsauren Oder gebunden voriiegen konnen. Durch Modifikation der 2*? 

En2yme ^P^**^ 
3-phosphat Acyltransferase, Diacylglycerin Acyltransferase Oder Lecithin ^ho\eZl 

Phosp^p^ 

LT a c S ^ ° der Ar * flon » Me oder Acyl-CoA:Lysophospholipid-Acvltrans 
ferase, A-8-Desalurase und/oder A-9-Elongase der Synthesekette Sn Sch ae^lt 
m den vorgenannten Organismen vorteilhaft in den vw^rite?w^ I ^ e Sr ae,t 

Tn sLh" h r St6,,ten - ° UrCh die AkUvit§t der 

entstehen be.sp.elswe.se GLA und DGLA bzw. SDA und ETA, je nach Ausgtngs 
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pflanze und ungesattigter Fettsaure. Bevorzugt entstehen DGLA bzw. ETA Oder deren 
Mischungen. Wird die A-5-Desaturase zusatzlich in die Organismen vorteilhaft in 
die Pflanze eingebracht, so entstehen zusatzlich ARA oder EPA. Dies gilt auch fur 
Organismen in die vorher die A-8-Desaturase und A-9-Elongase eingebracht wurde. 
5 Vorteilhaft werden nur ARA oder EPA oder deren Mischungen synthetisiert, abhangig 
von der in im Organismus bzw. in der Pflanze vorliegenden Fettsaure, die als Aus- 
gangssubstanzfur die Synthese dient Da es sich urn Biosyntheseketten handelt, 
liegen die jeweiligen Endprodukte nicht als Reinsubstanzen in den Organismen vor. Es 
sind immer auch geringe Mengen der Vorlauferverbindungen im Endprodukt enthalten. 
1 0 Diese geringen Mengen betragen weniger als 20 Gew.-%, vorteilhaft weniger als 

15 Gew.-%, besonders vorteilhaft weniger als 10 Gew,-%, ganz besonders vorteilhaft 
weniger als 5, 4, 3, 2 oder 1 Gew.-% bezogen auf das Endprodukt DGLA, ETA oder 
deren Mischungen bzw. ARA, EPA oder deren Mischungen. 

Zur Steigerung der Ausbeute im beschriebenen Verfahren zur Herstellung von Olen 
15 und/oder Triglyceriden mit einem vorteilhaft erhohten Gehalt an mehrfach unge- 

sattigten Fettsauren ist es vorteilhaft die Menge an Ausgangsprodukt fur die Fettsaure- 
synthese zu steigern, dies kann beispielsweise durch das Einbringen einer Nuklein- 
saure in den Organismus, die fur ein Polypeptid mit A-12-Desaturase codiert, erreicht 
werden. Dies ist besonders vorteilhaft in Ol-produzierenden Organismen wie Raps, 
20 die einen hohen Olsauregehalt aufweisen. Da diese Organismen nur einen geringen 
Gehalt an Linolsaure aufweisen (Mikoklajczak et al., Journal of the American Oil 
Chemical Society, 38, 1961, 678 - 681) ist die Verwendung dergenannten A-12-Desa- 
turasen zur Herstellung des Ausgangsprodukts Linolsaure vorteilhaft. 

Im erfindungsgemaBen Verfahren verwendeten Nukleinsauren stammen vorteilhaft aus 
25 Pflanzen wie Algen wie Isochrysis Oder Crypthecodinium, Algen/Diatomeen wie Phaeo- 
dactylum, Moose wie Physcomitrella oder Ceratodon oder hoheren Pflanzen wie den 
Primulaceae wie Aleuritia, Calendula stellata, Osteospermum spinescens oder Osteo- 
spermum hyoseroides, Mikroorganismen wie Pilzen wie Aspergillus, Thraustochytrium, 
Phytophtora, Entomophthora, Mucor oder Mortierella, Bakterien wie Shewanella, Hefen 
30 oder Tieren wie Nematoden wie Caenorhabditis, Insekten oder dem Mensch. Vorteil- 
haft stammen die Nukleinsauren aus Pilzen, Tieren oder aus Pflanzen wie Algen oder 
Moosen, bevorzugt aus Nematoden wie Caenorhabditis. 

Vorteilhaft werden im erfindungsgemaBen Verfahren die vorgenannten Nukleinsaure- 
sequenzen oder deren Derivat oder Homologe, die fur Polypeptide codieren, die noch 

35 die enzymatische Aktivitat der durch Nukleinsauresequenzen codierten Proteine 
besitzen. Diese Sequenzen werden einzeln oder in Kombination mit den fur die 
Lysophosphatidsaure Acyltransferase, Glycerin-3-phosphat Acyltransferase, Diacyl- 
glycerin Acyltransferase und/oder Lecithin Cholesterin Acyltransferase codierenden 
Nukleinsauresquenzen in Expressionskonstrukte cloniert und zum Einbringen und zur 

40 Expression in Organismen verwendet. Diese Expressionskonstrukte ermoglichen durch 
ihre Konstruktion eine vorteilhafte optimale Synthese der im erfindungsgemaBen Ver- 
fahren produzierten mehrfach ungesattigten Fettsauren. 
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Bei einer bevorzugten Ausfuhrungsform umfasst das Verfahren ferner den Schritt 
des Gewinnens einer Zelle Oder eines ganzen Organismus, der die im Verfahren ver- 
wendeten Nukleinsauresequenzen enthalt, wobei die Zelle und/oder der Organismus 
mit einer erfindungsgemaBen Nukleinsauresequenz, die fur die Lysophosphatidsaure 
Acyltransferase, Glycerin-3-phosphat Acyltransferase, Diacylglycerin Acyltransferase 
und/oder Lecithin Cholesterin Acyltransferase codiert, einem Genkonstrukt Oder einem 
Velctor wie nachfolgend beschrieben, ailein oder in {Combination mit weiteren Nuklein- 
sauresequenzen, die fur Proteine des Fettsaure- Oder Lipidsstoffwechsels codieren, 
transformiert wird. Bei einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform umfasst dieses 
Verfahren ferner den Schritt des Gewinnens der Feinchemikaiie aus der Kultur. Bei 
der Kultur kann es sich beispielsweise urn eine Fermentationskultur beispielsweise im 
Falle der Kultlvierung von Mikroorganismen wie z.B. Mortierella, Saccharomyces Oder 
Traustochytrium Oder urn eine Trelbhaus Oder Feldkultur einer Pflanze handeln. Die 
so hergestellte Zelle Oder der so hergestellte Organismus ist vorteilhaft eine Zelle 
eines Ol-produzierenden Organismus wie einer Olfruchtpflanze wie beispielsweise 
Erdnuss, Raps, Canola, Lein, Hanf, Erdnuss, Soja, Safflower, Hanf, Sonnenblumen 
oder Borretsch. 

Unter Anzucht ist beispielsweise die Kultivierung im Falle von Pflanzenzellen, -gewebe 
oder -organe auf oder in einem Nahrmedium oder der ganzen Pflanze auf bzw. in 
einem Substrat beispielsweise in Hydrokultur, Blumentopferde oder auf einem Acker- 
boden zu verstehen. 

"Transgen" bzw. "Rekombinant" im Sinne der Erfindung bedeutet beziiglich zum Bei- 
spiel einer Nukleinsauresequenz, einer Expressionskassette (= Genkonstrukt) oder 
einem Vektor enthaltend die erfindungsgemaBe Nukleinsauresequenz oder einem 
Organismus transformiert mit den erfindungsgemaBen Nukleinsauresequenzen, 
Expressionskassette oder Vektor alle solche durch gentechnische Methoden zustande- 
gekommenen Konstruktionen, in denen sich entweder 

a) die erfindungsgemaBe Nukleinsauresequenz, oder 

b) eine mit der erfindungsgemaBen Nukleinsauresequenz f unktionell verkniipfte 
genetische Kontrollsequenz, zum Beispiel ein Promotor, oder 

c) (a) und (b) 

sich nicht in ihrer naturlichen, genetischen Umgebung befinden oder durch gen- 
technische Methoden modifiziert wurden, wobei die Modifikation beispielhaft eine Sub- 
stitution, Addition, Deletion, Inversion oder Insertion eines Oder mehrerer Nukleotid- 
reste sein kann. Naturliche genetische Umgebung meint den naturlichen genomischen 
bzw. chromosomalen Locus in dem Herkunftsorganismus oder das Vorliegen in einer 
genomischen Bibliothek. Im Fall einer genomischen Bibliothek ist die naturliche, 
genetische Umgebung der Nukleinsauresequenz bevorzugt zumindest noch teilweise 
erhalten. Die Umgebung f lankiert die Nukleinsauresequenz zumindest an einer Seite 
und hat eine Sequenzlange von mindestens 50 bp, bevorzugt mindestens 500 bp, 
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besonders bevorzugt mindestens 1000 bp, ganz besonders bevorzugt mindestens 
5000 bp. Eine naturlich vorkommende Expressionskassette - beispielsweise die 
naturlich vorkommende Kombination des naturlichen Promotors der erfindungs- 
gemaBen Nukleinsauresequenzen mit den entsprechenden Lysophosphatidsaure 
5 Acyltransferase-, Glycerin-3-phosphat Acyltransferase-, Diacylglycerin Acyltransferase- 
und/oder Lecithin Cholesterin Acyltransferase-Genen - wird zu einer transgenen 
Expressionskassette, wenn diese durch nicht-naturliche, synthetische ("kunstliche") 
Verfahren wie beispielsweise einer Mutagenisierung geandert wird. Entsprechende 
Verfahren sind beispielsweise beschrieben in US 5,565,350 Oder WO 00/15815. 

1 0 Unter transgenen Organismus bzw. transgener Pflanze im Sinne der Erfindung ist wie 
vorgenannt zu verstehen, dass die im Verfahren verwendeten Nukleinsauren nicht an 
ihrer natQrlichen Stelle im Genom eines Organismus sind, dabei konnen die Nuklein- 
sauren homolog Oder heterolog exprimiert werden. Transgen bedeutet aber auch wie 
genannt, dass die erfindungsgemaBen Nukleinsauren an ihrem naturlichen Platz im 

1 5 Genom eines Organismus sind, dass jedoch die Sequenz gegenuber der natQrlichen 
Sequenz verandert wurde und/oder das die Regulationssequenzen, der naturlichen 
Sequenzen verandert wurden. Bevorzugt ist unter transgen die Expression der 
erfindungsgemaBen Nukleinsauren an nicht naturlicher Stelle im Genom zu verstehen, 
das heiBt eine homologe Oder bevorzugt heterologe Expression der Nukleinsauren liegt 

20 vor. Bevorzugte transgene Organismen sind Pilze wie Mortierella, Moose wie Physco- 
mitrella, Algen wie Cryptocodinium oder Pflanzen wie die Olfruchtpflanzen. 

Als Organismen bzw. Wirtsorganismen fur die im erfindungsgemaBen Verfahren 
verwendeten Nukleinsauren, die Expressionskassette oder den Vektor eignen sich 
prinzipiell vorteilhaft alle Organismen, die in der Lage sind Fettsauren speziell unge- 

25 sattigte Fettsauren zu synthetisieren bzw. fur die Expression rekombinanter Gene 

geeignet sind. Beispielhaft seien Pflanzen wie Arabidopsis, Asteraceae wie Calendula 
oder Kulturpflanzen wie Soja, Erdnuss, Rizinus, Sonnenblume, Mais, Baumwolle, 
Flachs, Raps, Kokosnuss, Olpalme, Farbersafflor (Carthamus tinctorius) oder Ka'kao- 
bohne, Mikroorganismen wie Pilze beispielsweise die Gattung Mortierella, Thrausto- 

30 chytrium, Saprolegnia oder Pythium, Bakterien wie die Gattung Escherichia oder 

Shewanella, Hefen wie die Gattung Saccharomyces, Cyanobakterien, Ciliaten, Algen 
oder Protozoen wie Dinoflagellaten wie Crypthecodinium genannt. Bevorzugt werden 
Organismen, die naturlicherweise Ole in groBeren Mengen synthetisieren konnen wie 
Pilze wie Mortierella alpina, Pythium insidiosum oder Pflanzen wie Soja, Raps, Kokos- 

35 nuss, Olpalme, Farbersafflor, Flachs, Hanf, Rizinus, Calendula, Erdnuss, Kakaobohne 
oder Sonnenblume oder Hefen wie Saccharomyces cerevisiae, besonders bevorzugt 
werden Soja, Flachs, Raps, Farbersafflor, Sonnenblume, Calendula, Mortierella oder 
Saccharomyces cerevisiae. Prinzipiell sind als Wirtsorganismen neben den vorge- 
nannten transgenen Organismen auch transgene Tiere vorteilhaft nicht-humane Tiere 

40 geeignet beispielsweise C. elegans. 

Nutzbare Wirtszellen sind weiterhin genannt in: Goeddel, Gene Expression Techno- 
logy: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990). 
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Verwendbare Expressionsstamme z.B. solche, die eine geringere Proteaseakth/itat 
aufweisen sind beschrieben in: Gottesman, S., Gene Expression Technology: Methods 
in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, California (1990) 1 19-128. 

Hierzu gehoren Rlanzenzellen und bestimmte Gewebe, Organe und Teile von 
5 Pflanzen in all ihren Erscheinungsformen, wie Antheren, Fasern, Wurzelhaare, 
Stangel, Embryos, Kalli, Kotelydonen, Petiolen, Erntematerial, pflanzliches Gewebe, 
reproduktives Gewebe und Zellkulturen, das von der eigentlichen transgenen Pflanze 
abgeleitet ist und/oder dazu verwendet werden kann, die transgene Pflanze hervorzu- 
bringen. 

10 Transgene Pflanzen, die die im erfindungsgemaBen Verfahren synthetisierten mehr- 
fach ungesattigten Fettsauren enthalten, konnen vorteilhaft direlct vermarktet werden 
ohne dass, die synthetisierten Ole, Lipide Oder Fettsauren isoliert werden mussen. 
Unter Rlanzen im erfindungsgemaBen Verfahren sind ganze Pflanzen sowie alle 
Pflanzenteile, Rlanzenorgane Oder Pflanzenteile wie Blatt, Stiel, Samen, Wurzel, 

15 Knollen, Antheren, Fasern, Wurzelhaare, Stangel, Embryos, Kalli, Kotelydonen, 
Petiolen, Erntematerial, pflanzliches Gewebe, reproduktives Gewebe, Zellkulturen, 
die sich von der transgenen Rlanze abgeleiten und/oder dazu verwendet werden 
konnen, die transgene Rlanze hervorzubringen. Der Samen umfasst dabei alle 
Samenteile wie die Samenhullen, Epidermis- und Samenzellen, Endosperm Oder 

20 Embyrogewebe. Die im erfindungsgemaBen Verfahren hergestellten Verbindungen 
konnen aber auch aus den Organismen vorteilhaft Rlanzen in Form ihrer Ole, Fett, 
Lipide und/oder freien Fettsauren isoliert werden. Durch dieses Verfahren hergestellte 
mehrfach ungesattigten Fettsauren lassen sich durch Ernten der Organismen entweder 
aus der Kultur, in der sie wachsen, oder vom Feld ernten. Dies kann uber Pressen Oder 

25 Extraktion der Rlanzenteile bevorzugt der Rlanzensamen erfolgen. Dabei konnen die 
Ole, Fette, Lipide und/oder freien Fettsauren durch sogenanntes kalt schlagen oder 
kalt pressen ohne Zufuhrung von Warme durch Pressen gewonnen werden. Damit 
sich die Rlanzenteile speziell die Samen leichter aufschlieBen lassen, werden sie 
vorher zerkleinert, gedampft Oder gerostet. Die so vorbehandelten Samen konnen 

30 anschlieBend gepresst werden oder mit Losungsmittel wie warmen Hexan extrahiert 
werden. AnschlieBend wird das Losungsmittel wieder entfernt Im Falle von Mikro- 
organismen werden diese nach Ernte beispielsweise direkt ohne weitere Arbeitsschritte 
extrahiert oder aber nach Aufschluss uber verschiedene dem Fachmann bekannte 
Methoden extrahiert. Auf diese Weise kdnnen mehr als 96 % der im Verfahren her- 

35 gestellten Verbindungen isoliert werden. AnschlieBend werden die so erhaltenen 

Produkte weiter bearbeitet, das heiBt raffiniert. Dabei werden zunachst beispielsweise 
die Rlanzenschleime und Trubstoffe entfernt. Die sogenannte Entschleimung kann 
enzymatisch oder beispielsweise chemisch/physikalisch durch Zugabe von Saure wie 
Phosphorsaure erfolgen. AnschlieBend werden die freien Fettsauren durch Behand- 

40 lung mit einer Base beispielsweise Natronlauge entfernt. Das erhaltene Produkt wird 
zur Entfernung der im Produkt verbliebenen Lauge mit Wasser grundlich gewaschen 
und getrocknet. Urn die noch im Produkt enthaltenen Farbstoffe zu entfernen werden 
die Produkte einer Bleichung mit beispielsweise Bleicherde oder Aktivkohle unter- 
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zogen. Zum Schluss wird das Produkt noch beispielsweise mit Wasserdampf noch 
desodoriert. 

Vorzugsweise sind die durch dieses Verfahren produzierten PUFAs bzw. LCPUFAs 
Cia-, C20-, C22- Oder C 2 4-Fettsauremolekule mit mindestens zwei Doppelbindungen im 
5 Fettsauremolekul, vorzugsweise drei, vier, funf Oder sechs Doppelbindungen. Diese 
Cis-, C20-, C22- oder C 2 4-Fettsaureinolekule lessen sich aus dem Organismus in Form 
eines 6ls, Lipids oder einer freien Fettsaure isolieren. Geeignete Organismen sind 
beispielsweise die vorstehend erw&hnten. Bevorzugte Organismen sind transgene 
Pflanzen. 

10 Eine Ausfuhrungsform der Erfindung sind deshalb 6le, Lipide oder Fettsauren oder 

Fraktionen davon, die durch das oben beschriebene Verfahren hergestellt worden sind, 
besonders bevorzugt Ol, Lipid oder eine Fettsaurezusammensetzung, die PUFAs 
umfassen und von transgenen Pflanzen herruhren. 

Eine weitere erfindungsgemaBe Ausfuhrungsform ist die Verwendung des Ols, Lipids, 
15 der Fettsauren und/oder der Fettsaurezusammensetzung in Futtermitleln, Nahrungs- 
mitteln, Kosmetika oder Pharmazeutika. 

Unter dem Begriff "Ol", "Lipid" oder "Fett" wird ein Fettsauregemisch verstanden, das 
ungesattigte, gesattigte, vorzugsweise veresterte Fettsaure(n) enthalt Bevorzugt ist, 
dass das Ol, Lipid oder Fett einen hohen Anteil an mehrfach ungesattigten freien oder 

20 vorteilhaft veresterten Fettsaure(n), insbesondere Unolsaure, y-Unolensaure, Dihomo- 
Y-linolensaure, Arachidonsaure, a-Linolensaure, Stearidonsaure, Eicosatetraensaure, 
Eicosapentaensaure, Docosapentaensaure oder Docosahexaensaure hat. Vorzugs- 
weise ist der Anteil an ungesattigten veresterten Fettsauren ungefahr 30 %, mehr 
bevorzugt ist ein Anteil von 50 %, noch mehr bevorzugt ist ein Anteil von 60 %, 70 %, 

25 80 % oder mehr. Zur Bestimmung kann z.B. der Anteil an Fettsaure nach Uberfuhrung 
der Fettsauren in die Methylestern durch Umesterung gaschromatographisch bestimmt 
werden. Das Ol, Lipid oder Fett kann verschiedene andere gesattigte oder ungesattigte 
Fettsauren, z.B. Calendulasaure, Palmitin-, Palmitolein-, Stearin-, Olsaure etc., ent- 
halten. Insbesondere kann je nach Ausgangsorganismus der Anteil der verschiedenen 

30 Fettsauren in dem Ol oder Fett schwanken. 

Bei den im Verfahren hergestellten mehrfach ungesattigte Fettsauren mit vorteilhaft 
mindestens zwei Doppelbindungen enthalten, handelt es sich wie oben beschrieben 
beispielsweise urn Sphingolipide, Phosphoglyceride, Lipide, Glycolipide, Phospholipi- 
de, Monoacylglycerin, Diacylglycerin, Triacylglycerin oder sonstige Fettsaureester. 

35 Aus den so im erfindungsgemaBen Verfahren hergestellten mehrfach ungesattigte 
Fettsauren mit vorteilhaft mindestens zwei Doppelbindungen lassen sich die ent- 
haltenden mehrfach ungesattigten Fettsauren beispielsweise uber eine Alkalibehand- 
lung beispielsweise waBrige KOH oder NaOH oder saure Hydrolyse vorteilhaft in 
Gegenwart eines Alkohols wie Methanol oder Ethanol Oder uber eine enzymatische 

40 Abspaltung freisetzen und isolieren uber beispielsweise Phasentrennung und an- 
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schlieBender Ansauerung Ober z.B. H 2 S0 4 . Die Freisetzung der Fettsauren kann auch 
direkt ohne die vorhergehend beschriebene Aufarbeitung erfolgen. 

Die im Verfahren verwendeten Nukleinsauren k6nnen nach Bnbringung in einem 
Organismus vorteilhaft einer Pflanzenzelle bzw. Pflanze entweder auf einem separaten 
5 Plasmid liegen Oder in das Genom der Wirtszelle integriert sein. Bei Integration in das 
Genom kann die Integration zufallsgemaB sein oder durch derartige Rekombination 
erfolgen, dass das native Gen durch die eingebrachte Kopie ersetzt wird, wodurch 
die Produktion der gewunschten Verbindung durch die Zelle moduliert wird, oder 
durch Verwendung eines Gens in trans, so dass das Gen mit einer funktionellen 

10 Expressionseinheit, welche mindestens eine die Expression eines Gens gewahr- 
leistende Sequenz und mindestens eine die Polyadenylierung eines funktionell 
transkribierten Gens gewahrleistende Sequenz enthalt, funktionell verbunden ist. 
Vorteilhaft werden die Nukleinsauren iiber Multiexpressionskassetten oder Konstrukte 
zur multiparallelen Expression in die Organismen vorteilhaft zur multiparallelen samen- 

15 spezifischen Expression von Genen in die Pflanzen gebracht. 

Moose und Algen sind die einzigen bekannten Pflanzensysteme, die erhebliche 
Mengen an mehrfach ungesattigten Fettsauren, wie Arachidonsaure (ARA) und/oder 
EicosapentaensSure (EPA) und/oder Docosahexaensaure (DHA) herstellen. Moose 
enthalten PUFAs in Membranlipiden wahrend Algen, algenverwandte Organismen 

20 und einige Pilze auch nennenswerte Mengen an PUFAs in der Triacylglycerolf raktion 
akkumulieren. Daher eignen sich Nukleinsauremolekule, die aus solchen Stammen 
isoliert werden, die PUFAs auch in der Triacylglycerolfraktion akkumulieren, besonders 
vorteilhaft fur das erfindungsgemaBe Verfahren und damit zur Modif ikation des Lipid- 
und PUFA-Produktionssystems in einem Wirt, insbesondere Pflanzen, wie Olfrucht- 

25 pflanzen, beispielsweise Raps, Canola, Lein, Hanf, Soja, Sonnenblumen, Borretsch. 
Sie sind deshalb vorteilhaft im erfindungsgemaBen Verfahren verwendbar. 

Als Substrate der im erfindungsgemaBen Verfahren verwendeten Nukleinsauren, die 
fur Polypeptide mit Lysophosphatidsaure Acyltransferase-Aktivitat, Glycerin-3-phos- 
phat Acyltransferase-Aktivitat, Diacylglycerin Acyltransferase-Aktivitat oder Lecithin 

30 Cholesterin Acyltransferase-Aktivitat codieren, und/oder den weiteren verwendeten 
Nukleinsauren wie den Nukleinsauren, die fur Polypeptide des Fettsaure- oder Lipid- 
stoffwechsels ausgewahlt aus der Gruppe Acyl-CoA-Dehydrogenase(n), Acyl-ACP[= 
acyl carrier protein]-Desaturase(n), Acyl-ACP-Thioesterase(n), Fettsaure-Acyl- 
Transferase(n), Acyl-CoA:Lysophospholipid-Acyltransferase(n), Fettsaure-Syn- 

35 thase(n), Fettsaure-Hydroxylase(n), Acetyl-Coenzym A-Carboxylase(n), Acyl- 
Coenzym A-Oxidase(n), Fettsaure-Desaturase(n), Fettsaure-Acetylenase(n), 
Lipoxygenase(n), Triacylglycerol-Lipase(n), Allenoxid-Synthase(n), Hydroperoxid- 
Lyase(n) oder Fettsaure-Elongase(n) codieren eignen sich vorteilhaft Ci 6 -, C 18 -, Czo- 
oder Caa-Fettsauren. Bevorzugt werden die im Verfahren als Substrate umgesetzten 

40 Fettsauren in Form ihere Acyl-CoA-Ester umgesetzt. 
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Zur Herstellung der erfindungsgemaBen langkettiger PUFAs mussen die mehrfach 
ungesattigten C 16 - Oder C 18 -Fettsauren zunachst durch die enzymatische Aktivitat einer 
Desaturase zunachst desaturiert und anschlieBend uber eine Elongase urn mindestens 
zwei Kohienstoffatome verlangert werden. Nach einer Elongationsrunde fuhrt diese 
5 Enzymaktivitat zu C 18 - oder C 20 -Fettsauren, und nach zwei Oder drei Elongations- 
runden zu C&r Oder C 24 -Fettsauren. Die Aktivitat der erfindungsgemaBen Verfahren 
verwendeten Desaturasen und Elongasen fuhrt vorzugsweise zu Ci 8 -, C 20 -, C22- 
und/oder C 24 -Fettsauren vorteilhaft mit mindestens zwei Doppelbindungen im Fett- 
sauremolekul, vorzugsweise mit drei, vier oder funf Doppelbindungen, besonders 

10 bevorzugt zu C^- und/oder C^-Fettsauren mit mindestens zwei Doppelbindungen 
im Fettsauremolekul, vorzugsweise mit drei, vier oder funf Doppelbindungen im 
Molekul. Nachdem eine erste Desaturierung und die Verlangerung stattgefunden hat, 
konnen weitere Desaturierungsschritte wie z.B. eine solche in A-5-Position erfolgen. 
Besonders bevorzugt als Produkte des erfindungsgemaBen Verfahrens sind Dihomo-y- 

15 linolensaure, Arachidonsaure, Eicosapentaensaure, Docosapetaensaure und/oder 
Docosahesaensaure. Die C 18 -Fettsauren mit mindestens zwei Doppelbindungen in der 
Fettsaure konnen durch die erfindungsgemaBe enzymatische Aktivitat in Form der 
freien Fettsaure oder in Form der Ester, wie Phospholipide, Glycolipide, Sphingolipide, 
Phosphoglyceride, Monoacylglycerin, Diacylglycerin oder Triacylglycerin, verlangert 

20 werden. 

Der bevorzugte Biosyntheseort von Fettsauren, Olen, Lipiden oder Fette in den vor- 
teilhaft verwendeten Pf lanzen ist beispielsweise im allgemeinen der Samen oder Zeil- 
schichten des Samens, so dass eine samenspezifische Expression der im Verfahren 
verwendeten Nukleinsauren sinnvoll ist. Es ist jedoch naheliegend, dass die Bio- 
25 synthese von Fettsauren, Olen oder Lipiden nicht auf das Samengewebe beschrankt 
sein muss, sondern auch in alien ubrigen Teilen der Pflanze - beispielsweise in Epi- 
dermiszellen oder in den Knollen - gewebespezifisch erfolgen kann. 

Werden im erfindungsgemaBen Verfahren als Organismen Mikroorganismus wie Hefen 
wie Saccharomyces oder Schizosaccharomyces, Pilze wie Mortierella, Aspergillus, 
30 Phytophtora, Entomophthora, Mucor Oder Thraustochytrium Algen wie Isochrysis, 
Phaeodactylum oder Crypthecodinium verwendet, so werden diese Organismen 
vorteilhaft fermentativ angezogen. 

Durch die Verwendung der erfindungsgemaBen Nukleinsauren, die fur eine Ly- 
sophosphatidsaure Acyltransferase, Glycerin-3-phosphat Acyltransferase, Diacylglyce- 
35 rin Acyltransferase und/oder Lecithin Cholesterin Acyltransferase codieren, konnen im 
Verfahren die hergestellten mehrfach ungesattigten Fettsauren mindestens urn 5 % , 
bevorzugt mindestens urn 10 %, besonders bevorzugt mindestens urn 20 %, ganz 
besonders bevorzugt urn mindestens 50 % gegenuber dem Wildtyp der Organismen, 
die die Nukleinsauren nicht rekombinant enthalten, erhoht werden. 

40 Durch das erfindungsgemaBe Verfahren konnen die hergestellten mehrfach unge- 
sattigten Fettsauren in den im Verfahren verwendeten Organismen prinzipiell auf zwei 
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Arten erhoht werden. Es kann vorteilhaft der Pool an freien mehrfach ungesattigten 
Fettsauren und/oder der Anteil der Qber das Verfahren hergestellten veresterten mehr- 
fach ungesattigten Fettsauren erh6ht werden. Vorteilhaft wird durch das erfindungs- 
gemaBe Verfahren der Pool an veresterten mehrfach ungesattigten Fettsauren in den 
transgenen Organismen erhoht 

Werden im erfindungsgemaBen Verfahren als Organismen Mikroorganismen ver- 
wendet, so werden sie je nach Wirtsorganismus in dem Fachmann bekannter Weise 
angezogen bzw. gezuchtet. Mikroorganismen werden in der Regel in einem flussigen 
Medium, das eine Kohlenstoffquelle meist in Form von Zuckern, eine Stickstoffquelle 
meist in Form von organischen Stickstoffquellen wie Hefeextrakt Oder Salzen wie 
Ammoniumsulfat, Spurenelemente wie Eisen- Mangan-, Magnesiumsalze und 
gegebenenfalls Vitamine enthalt, bei Temperaturen zwischen 0 und 100°C bevorzugt 
zwischen 10 bis 60°C unter Sauerstoffbegasung angezogen. Dabei kann der pH der 
Nahrflussigkeit auf einen festen Wert gehalten werden, das heiBt wahrend der Anzucht 
reguliert werden oder nicht. Die Anzucht kann batch weise, semi batch weise Oder 
kontinuierlich erfolgen. Nahrstoffe konnen zu Beginn der Fermentation vorgelegt oder 
semikontinuierlich oder kontinuierlich nachgefuttert werden. Die hergestellten mehrfach 
ungesattigten Fettsauren k6nnen nach dem Fachmann bekannten Verfahren wie oben 
beschneben aus den Organismen isoliert werden. Beispielsweise Qber Extraktion 
Destination, Kristallisation, ggf. Salzfallung und/oder Chromatographie. Die Organis- 
men konnen dazu vorher noch vorteilhaft aufgeschlossen werden. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren wird, wenn es sich bei den Wirtsorganismen urn 
Mikroorganismen handelt, vorteilhaft bei einer Temperatur zwischen 0°C bis 95°C 
bevorzugt zwischen 10°C bis 85°C, besonders bevorzugt zwischen 15°C bis 75°C 
ganz besonders bevorzugt zwischen 1 5°C bis 45°C durchgefiihrt 

Der pH-Wert wird dabei vorteilhaft zwischen pH 4 und 12, bevorzugt zwischen pH 6 
und 9, besonders bevorzugt zwischen pH 7 und 8 gehalten. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren kann batchweise, semi-batchweise oder kontinuier- 
lich betrieben werden. Eine Zusammenfassung Qber bekannte Kultivierungsmethoden 
ist im Lehrbuch von Chmiel (BioprozeBtechnik 1 . Einfuhrung in die Bioverfahrens- 
technik (Gustav Fischer Verlag, Stuttgart, 1991)) oder im Lehrbuch von Storhas (Bio- 
reaktoren und periphere Einrichtungen (Vieweg Verlag, Braunschweig/Wiesbaden 
1994)) zufinden. 

Das zu verwendende Kulturmedium hat in geeigneter Weise den Anspruchen der 
jeweiligen Stamme zu genugen. Beschreibungen von Kulturmedien verschiedener 
Mikroorganismen sind im Handbuch "Manual of Methods fur General Bacteriology" 
der American Society fur Bacteriology (Washington D. C, USA, 1981) enthalten. 

Diese erf indungsgemaB einsetzbaren Medien umfassen wie oben beschrieben 
gewohnlich eine oder mehrere Kohlenstoffquellen, Stickstoffquellen, anorganische 
Salze, Vitamine und/oder Spurenelemente. 
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Bevorzugte Kohlenstoffquellen sind Zucker, wie Mono-, Di- Oder Polysaccharide. Sehr 
gute Kohlenstoffquellen sind beispielsweise Glucose, Fructose, Mannose, Galactose, 
Ribose, Sorbose, Ribulose, Lactose, Maltose, Saccharose, Raffinose, Starke Oder 
Cellulose. Man kann Zucker auch uber komplexe Verbindungen, wie Melassen, Oder 
andere Nebenprodukte der Zucker-Raffinierung zu den Medien geben. Es kann auch 
vorteilhaft sein, Gemische verschiedener Kohlenstoffquellen zuzugeben. Andere 
mogliche Kohlenstoffquellen sind Ole und Fette wie z.B. Sojaol, Sonnenblumenol, 
Erdnussol und/oder Kokosfett, Fettsauren wie z.B. Palmitinsaure, Stearinsaure 
und/oder Linolsaure, Alkohole und/oder Polyalkohole wie z.B. Glycerin, Methanol 
und/oder Ethanol und/oder organische Sauren wie z.B. Essigsaure und/oder Milch- 
saure. 

Stickstoffquellen sind gewdhnlich organische Oder anorganische Stickstoffver- 
bindungen oder Materialien, die diese Verbindungen enthalten. Beispielhafte Stick- 
stoffquellen umfassen Ammoniak in flussiger Form oder Gasform Oder Ammonium- 
salze, wie Ammoniumsulfat, Ammoniumchlorid, Ammoniumphosphat, Ammonium- 
carbonat oder Ammoniumnitrat, Nitrate, Harnstoff, Aminosauren Oder komplexe 
Stickstoffquellen, wie Maisquellwasser, Sojamehl, Sojaprotein, Hefeextrakt, Fleisch- 
extrakt und andere. Die Stickstoffquellen konnen einzeln oder als Mischung verwendet 
werden. 

Anorganische Salzverbindungen, die in den Medien enthalten sein konnen, umfassen 
die Chlorid-, Phosphor- oder Sulfatsalze von Calcium, Magnesium, Natrium, Kobalt, 
Molybdan, Kalium, Mangan, Zink, Kupfer und Eisen. 

Als Schwefelquelle fur die Herstellung von schwefelhaltigen Feinchemikalien, ins- 
besondere von Methionin, kSnnen anorganische schwefelhaltige Verbindungen wie 
beispielsweise Sulfate, Sulfite, Dithionite, Tetrathionate, Thiosulfate, Sulfide aber auch 
organische Schwefelverbindungen, wie Mercaptane und Thiole, verwendet werden. 

Als Phosphorquelle kdnnen Phosphorsaure, Kaliumdihydrogenphosphat oder Dikalium- 
hydrogenphosphat oder die entsprechenden Natrium haltigen Salze verwendet 
werden. 

Chelatbildner konnen zum Medium gegeben werden, urn die Metallionen in Losung zu 
halten. Besonders geeignete Chelatbildner umfassen Dihydroxyphenole, wie Catechol 
oder Protocatechuat, oder organische Sauren, wie Citronensaure. 

Die erfindungsgemaB zur Kultivierung von Mikroorganismen eingesetzten Fermen- 
tationsmedien enthalten ublicherweise auch andere Wachstumsfaktoren, wie Vita- 
mine oder Wachstumsforderer, zu denen beispielsweise Biotin, Riboflavin, Thiamin, 
Folsaure, Nikotinsaure, Panthothenat und Pyridoxin gehoren. Wachstumsfaktoren 
und Salze stammen haufig von komplexen Medienkomponenten, wie Hefeextrakt, 
Melassen, Maisquellwasser und dergleichen. Dem Kulturmedium konnen Qberdies 
geeignete Vorstufen zugesetzt werden. Die genaue Zusammensetzung der Medien- 
verbindungen hangt stark vom jeweiligen Experiment ab und wird fur jeden spezi- 
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fischen Fall indlviduell entschieden. Information uber die Medienoptimierung ist 
erhaltlich aus dem Lehrbuch "Applied Microbiol. Physiology, A Practical Approach" 
(Hrsg. P.M. Rhodes, P.F. Stanbury, IRL Press (1997) S. 53-73, ISBN 0 19 963577 3). 
Wachstumsmedien lassen sich auch von kommerziellen Anbietern beziehen, wie 
5 Standard 1 (Merck) oder BHI (Brain heart infusion, DIFCO) und dergleichen. 

Samtliche Medienkomponenten werden, entweder durch Hitze (20 min bei 1,5 bar 
und 121°C) Oder durch Sterilfiitration, sterilisiert. Die Komponenten konnen ent- 
weder zusammen oder notigenfalls getrennt sterilisiert werden. Samtliche Medien- 
komponenten kSnnen zu Beginn der Anzucht zugegen sein oder wahlfrei kontinuierlich 
1 0 oder chargenweise hinzugegeben werden. 

Die Temperatur der Kultur liegt normalerweise zwischen 15°C und 45°C, vorzugsweise 
bei 25°C bis 40°C und kann wahrend des Experimentes konstant gehalten oder ver- 
andert werden. Der pH-Wert des Mediums sollte im Bereich von 5 bis 8,5, vorzugs- 
weise urn 7,0 liegen. Der pH-Wert fur die Anzucht lasst sich wahrend der Anzucht 

1 5 durch Zugabe von basischen Verbindungen wie Natriumhydroxid, Kaliumhydroxid, 
Ammoniak bzw. Ammoniakwasser oder sauren Verbindungen wie Phosphorsaure 
oder Schwefelsaure kontrollieren. Zur Kontrolle der Schaumentwicklung k6nnen 
Antischaummittel wiez.B. Fettsaurepolyglykolester, eingesetzt werden. Zur Aufrecht- 
erhaltung der Stabilitat von Plasmiden konnen dem Medium geeignete selektiv 

20 wirkende Stoffe, wie z.B. Antibiotika, hinzugefugt werden. Urn aerobe Bedingungen 
aufrechtzuerhalten, werden Sauerstoff oder Sauerstoff haltige Gasmischungen, wie 
z.B. Umgebungsluft, in die Kultur eingetragen. Die Temperatur der Kultur liegt nor- 
malerweise bei 20°C bis 45°C und vorzugsweise bei 25°C bis 40°C. Die Kultur wird 
solange fortgesetzt, bis sich ein Maximum des gewunschten Produktes gebildet hat. 

25 Dieses Ziel wird normalerweise innerhalb von 1 0 Stunden bis 1 60 Stunden erreicht. 

Die so erhaltenen, insbesondere mehrfach ungesattigte Fettsauren enthaltenden, 
Fermentationsbruhen haben iiblicherweise eine Trockenmasse von 7,5 bis 25 Gew.-%. 

Die FermentationsbrQhe kann anschlieBend weiterverarbeitet werden. Je nach 
Anforderung kann die Biomasse ganz oder teilweise durch Separationsmethoden, wie 
30 z.B. Zentrifugation, Filtration, Dekantieren oder einer Kombination dieser Methoden 
aus der FermentationsbrQhe entfernt oder vollstandig in ihr belassen werden. Vorteil- 
haft wird die Biomasse nach Abtrennung aufgearbeitet. 

Die Fermentationsbruhe kann aber auch ohne Zellabtrennung mit bekannten Metho- 
den, wie z.B. mit Hilfe eines Rotationsverdampfers, Dunnschichtverdampfers, Fall- 
35 filmverdampfers, durch Umkehrosmose, oder durch Nanofiltration, eingedickt bezie- 
hungsweise aufkonzentriert werden. Diese aufkonzentrierte Fermentationsbruhe kann 
schlieBlich zur Gewinnung der darin enthaltenen Fettsauren aufgearbeitet werden. 

Die im Verfahren gewonnenen Fettsauren eignen sich auch ais Ausgangsmaterial fur 
die chemische Synthese von weiteren Wertprodukten. Sie konnen beispielsweise in 
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Kombination miteinander Oder allein zur Herstellung von Pharmaka, Nahrungsmittel, 
Tierfutter Oder Kosmetika verwendet werden. 

Ein weiterer erfindungsgemaBer Gegenstand sind isolierte Nukleinsauresequenzen, 
die fur Polypeptide mit Lysophosphatidsaure Acyltransferase-Aktivitat, Glycerin- 
5 3-phosphat Acyltransferase-Aktivitat, Diacylglycerin Acyltransferase-Aktivitat Oder 
Lecithin Cholesterin Acyltransferase-Altfivitat codieren, wobei die durch die Nuklein- 
sauresequenzen codierten Lysophosphatidsaure Acyltransferasen, Glycerin-3-phos- 
phat Acyltransferasen, Diacylglycerin Acyltransferasen und/oder Lecithin Cholesterin 
Acyltransferasen spezifisch C 18 -, C 2 o-, C22- oder C 2 4-Fettsauren mit mindestens einer 
10 Doppelbindungen im Fettsauremolekul umsetzen und vorteilhaft letztlich in Diacyl- 
glyceride und/oder Triacylglyceride einbauen. 

Vorteilhafte isolierte Nukleinsauresequenzen sind Sequenzen ausgewahlt aus der 
Gruppe: 

a) einer Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO: 1 , SEQ ID NO: 3, SEQ ID 
15 NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 1 1, SEQ ID 

NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18 Oder SEQ ID NO: 20 
dargestellten Sequenz, 

b) Nukleinsauresequenzen, die sich als Ergebnis des degenerierten genetischen 
Codes von der in SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, 

20 SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, 

SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18 oder SEQ ID NO: 20 enthaltenden codierenden 
Sequenz abieiten lassen 

c) Derivate der in SEQ ID NO: 1 , SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, 
SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 1 1, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, 

25 SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18 oder SEQ ID NO: 20 dargestellten Nuklein- 

sauresequenz, die fur Polypeptide mit der in SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5, 
SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 15, SEQ ID 
NO: 17, SEQ ID NO: 19 oder SEQ ID NO: 21 dargestellten Aminosauresequenz 
codieren und mindestens 40 % Homologie auf Aminosaureebene mit SEQ ID 

30 NO: 2, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID 

NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19 oder SEQ ID NO: 21 aufweisen und 
eine Lysophosphatidsaure Acyltransferase-Aktivitat aufweisen. 

Weitere vorteilhafte erfindungsgemaBen isolierte Nukleinsauresequenzen sind 
Sequenzen ausgewahlt aus der Gruppe: 



35 a) einer Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24 oder 
SEQ ID NO: 26 dargestellten Sequenz, 
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Nukleinsauresequenzen, die sich als Ergebnis des degenerierten genetischen 
Codes von der in SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24 Oder SEQ ID NO: 26 ent- 
haltenden codierenden Sequenz ableiten lassen 

Derivate der in SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24 Oder SEQ ID NO: 26 darge- 
stellten Nukleinsauresequenz, die fur Polypeptide mit der in SEQ ID NO: 23, 
SEQ ID NO: 25 Oder SEQ ID NO: 27 dargestellten Aminosauresequenz codieren 
und mindestens 40 % Homologie auf Aminosaureebene mit SEQ ID NO: 23, 
SEQ ID NO: 25 oder SEQ ID NO: 27 aufweisen und eine Glycerin-3-phosphat 
Acyltransferase-Aktivitat aufweisen. 

10 Zusatzliche vorteilhafte erfindungsgemaBen isolierte Nukleinsauresequenzen sind 
Sequenzen ausgewahlt aus der Gruppe: 

a) einer Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30 Oder 
SEQ ID NO: 32 dargestellten Sequenz, 

b) Nukleinsauresequenzen, die sich als Ergebnis des degenerierten genetischen 
15 Codes von der in SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30 Oder SEQ ID NO: 32 ent- 

haltenden codierenden Sequenz ableiten lassen 

c) Derivate der in SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30 oder SEQ ID NO: 32 darge- 
stellten Nukleinsauresequenz, die fur Polypeptide mit der in SEQ ID NO: 29, 
SEQ ID NO: 31 oder SEQ ID NO: 33 dargestellten Aminosauresequenz codieren 

20 und mindestens 40 % Homologie auf Aminosaureebene mit SEQ ID NO: 29, 

SEQ ID NO: 31 oder SEQ ID NO: 33 aufweisen und eine Diacylglycerin Acyl- 
transferase-Aktivitat aufweisen. 

Eine weitere Gruppe vorteilhafter erfindungsgemaBer isolierte Nukleinsauresequenzen 
sind Sequenzen ausgewahlt aus der Gruppe: 

25 a) einer Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO: 34 oder SEQ ID NO: 36 
dargestellten Sequenz, 

b) Nukleinsauresequenzen, die sich als Ergebnis des degenerierten genetischen 
Codes von der in SEQ ID NO: 34 oder SEQ ID NO: 36 enthaltenden codierenden 
Sequenz ableiten lassen 

30 c) Derivate der in SEQ ID NO: 34 oder SEQ ID NO: 36 dargestellten Nukleinsaure- 
sequenz, die fur Polypeptide mit der in SEQ ID NO: 35 oder SEQ ID NO: 37 dar- 
gestellten Aminosauresequenz codieren und mindestens 40 % Homologie auf 
Aminosaureebene mit SEQ ID NO: 35 oder SEQ ID NO: 37 aufweisen und eine 
Lecithin Cholesterin Acyltransferase-Aktivitat aufweisen. 

35 Mit Hilfe dieser erfindungsgemaBen isolierten Nukleinsauren lassen sich in LCPUFA- 
produzierende Organismen LCPUFAs an alien Positionen beispielsweise eines 
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Triacylglycerins einbauen, wie die Positionsanalysen der Lipide von LCPUFA- 
produzierenden Organismen zeigten. 

Die vorgenannten erfindungsgemaBen isolierten Nukleinsauresequenzen lassen sich 
vorteilhaft mit den folgenden Nukleinsauresequenzen kombinieren, die fur Polypeptide 
5 mit Acyl-CoA:Lysophospholipid-Acyltransferasealctivitat codieren, ausgewahlt aus der 
Gruppe: 

a) einer Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 41, SEQ ID 
NO: 43 Oder SEQ ID NO: 45 dargesteilten Sequenz, 

b) Nukleinsauresequenzen, die sich als Ergebnis des degenerierten genetischen 
10 Codes von der in SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 43 Oder SEQ ID 

NO: 45 enthaltenden codierenden Sequenz ableiten lassen 

c) Derivate der in SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 41 , SEQ ID NO: 43 oder SEQ ID 
NO: 45 dargesteilten Nukleinsauresequenz, die fur Polypeptide mit der in 
SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 44 oder SEQ ID NO: 46 dar- 

1 5 gestellten Aminosauresequenz codieren und mlndestens 40 % Homologie auf 

Aminosaureebene mit SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 44 Oder 
SEQ ID NO: 46 aufweisen und eine Acyl-CoA:Lysophospholipid-Acyltransferase- 
aktivitat aufweisen. 

Vorteilhaft stammen alle die im erfindungsgemaBen Verfahren verwendeten Nuklein- 
20 sauresequenzen aus einem eukaryontischen Organismus. 

Die im Verfahren verwendeten Nukleinsauresequenzen, die fur Proteine mit Lyso- 
phosphatidsaure Acyltransferase-Aktivitat, GIycerin-3-phosphat Acyltransferase- 
Aktivitat, Diacylglycerin Acyltransferase-Aktivitat oder Lecithin Cholesterin Acyltrans- 
ferase-Aktivitat codieren oder fur Proteine des Fettsaure- oder Lipidstoffwechsels 

25 vorteilhaft fur Proteine mit Acyl-CoA:Lysophospholipid-Acyltransferase-, A-4-Desa- 
turase-, A-5-Desaturase-, A-6-Desaturase-, A-8-Desatuase-, A-9-Desaturase-, 
A-12-Desaturase-, A-5-Elongase-, A-6-Elongase- oder A-9-Elongase-Aktivitat, 
werden vorteilhaft allein oder bevorzugt in Kombination in einer Expressionskassette 
(= Nukleinsaurekonstrukt), die die Expression der Nukleinsauren in einem Organismus 

30 vorteilhaft einer Pflanze oder einem Mikroorganismus ermoglicht, eingebracht. 

Zum Einbringen werden die im Verfahren verwendeten Nukleinsauren vorteilhaft einer 
Amplifikation und Ligation in bekannter Weise unterworfen. Vorzugsweise geht man in 
Anlehnung an das Protokoll der Pfu-DNA-Polymerase oder eines Pfu/Taq-DNA-Poly- 
merasegemisches vor. Die Primer werden in Anlehnung an die zu amplif izierende 
35 Sequenz gewahlt ZweckmaBigerweise sollten die Primer so gewahlt werden, dass das 
Amplif ikat die gesamte kodogene Sequenz vom Start- bis zum Stop-Kodon umfasst. 
Im Anschluss an die Amplifikation wird das Amplifikat ZweckmaBigerweise analysiert. 
Beispielsweise kann die Analyse nach gelelektrophoretischer Auftrennung hinsicht- 
lich Qualitat und Quantitat erfolgen. Im Anschluss kann das Amplifikat nach einem 



WO 2004/087902 

PCT/EP2004/003224 

25 

Standardprotokoll gereinigt werden (z.B. Qiagen). Ein Aliquot des gereinigten Ampli- 
ikats steht dann fQr die nachfolgende Klonierung zur Verf Qgung. Geeignete Klonie- 
rungsvektoren sind dem Fachmann allgemein bekannt. Hierzu gehoren insbesondere 
Vektoren, die in mikrobiellen Systemen repiizierbar sind, also vor allem Vekloren, die 
5 eine effiziente Klonierung in Hefen Oder Pilze gewahrleisten, und die stabile Trans- 
formation von Pflanzen ermoglichen. Zu nennen sind insbesondere verschiedene fur 
die T-DNA-vermittelte Transformation geeignete, binare und co-integrierte Vektor- 
systeme. Derartige Vektorsysteme sind in der Regel dadurch gekennzeichnet, dass sie 
zumindest die fur die Agrobakterium-vermittelte Transformation benotigten vir-Gene 

1 0 sowie die T-DNA begrenzenden Sequenzen (T-DNA-Border) beinhalten. Vorzugsweise 
umfassen diese Vektorsysteme auch weitere cis-regulatorische Regionen wie Promo- 
toren und Terminatoren und/oder Selektionsmarker, mit denen entsprechend trans- 
formierte Organismen identifiziert werden k6nnen. Wahrend bei co-integrierten Vektor- 
systemen vir-Gene und T-DNA-Sequenzen auf demselben Vektor angeordnet sind, 

1 5 basieren binare Systeme auf wenigstens zwei Vektoren, von denen einer vir-Gene, 
aber keine T-DNA und ein zweiter T-DNA, jedoch kein vir-Gen tragt. Dadurch sind 
letztere Vektoren relativ klein, leicht zu manipulieren und sowohl in E.-coli als auch 
in Agrobacterium zu replizieren. Zu diesen binaren Vektoren gehdren Vektoren der 
Serien pBIB-HYG, pPZP, pBecks, pGreen. ErfindungsgemaB bevorzugt verwendet 

20 werden Bin1 9, pBI1 01 , pBinAR, pGPTV und pCAMBIA. Eine Obersicht uber binare 
Vektoren und ihre Verwendung gibt Hellens et al, Trends in Plant Science (2000) 5, 
446-451. FQr die Vektorpraparation konnen die Vektoren zunachst mit Restriktions- 
endonuklease(n) linearisiert und dann in geeigneter Weise enzymatisch modifiziert 
werden. Im Anschluss wird der Vektor gereinigt und ein Aliquot fur die Klonierung 

25 eingesetzt. Bei der Klonierung wird das enzymatisch geschnittenen und erforderlichen- 
falls gereinigten Amplifikat mit ahnlich praparierten Vektorfragmenten mit Einsatz von 
Ligase kloniert. Dabei kann ein bestimmtes Nukleinsaurekonstrukt bzw. Vektor- Oder 
Plasmidkonstrukt einen oder auch mehrere kodogene Genabschnftte aufweisen. 
Vorzugsweise sind die kodogenen Genabschnitte in diesen Konstrukten mit regula- 

30 torischen Sequenzen funktional verkniipft. Zu den regulatorischen Sequenzen gehoren 
insbesondere pflanzliche Sequenzen wie die oben beschriebenen Promotoren und 
Terminatoren. Die Konstrukte lassen sich vorteilhafterweise in Mikroorganismen, 
insbesondere Escherichia coli und Agrobacterium tumefaciens, unter selektiven ' 
Bedingungen stabil propagieren und ermoglichen einen Transfer von heterologer 

35 DNA in Pflanzen oder Mikroorganismen. 

Unter der vorteilhaften Verwendung von Klonierungsvektoren konnen die im Verfahren 
verwendeten Nukleinsauren, die erfinderischen Nukleinsauren und Nukleinsaure- 
konstrukte in Organismen wie Mikroorganismen Oder vorteilhaft Pflanzen eingebracht 
werden und damit bei der Rlanzentransformation verwendet werden, wie denjenigen 
40 die veroffentlicht sind in und dort zitiert sind: Plant Molecular Biology and Biotechno- ' 
logy (CRC Press, Boca Raton, Florida), Kapitel 6/7, S. 71-119 (1993); F.F. White, 
Vectors for Gene Transfer in Higher Plants; in: Transgenic Plants, Bd. 1 , Engineering 
and Utilization, Hrsgb.: Kung und R. Wu, Academic Press, 1993, 15-38; B. Jenes etal 
Techniques for Gene Transfer, in: Transgenic Plants, Bd. 1 , Engineering and Utili- 
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zation, Hrsgb.: Kung und R. Wu, Academic Press (1993), 128-143; Potrykus, Annu. 
Rev. Plant Physiol. Plant Molec. Biol. 42 (1991), 205-225)). Die im Verfahren ver- 
wendeten Nukleinsauren, die erfinderischen Nukleinsauren und Nukleinsaure- 
konstrukte und/oder Vektoren lassen sich damit zur gentechnologischen Veranderung 
5 eines breiten Spektrums an Organismen vorteilhaft an Pflanzen verwenden, so dass 
diese bessere und/oder effizientere Produzenten von PUFAs werden. 

Es gibt eine Reihe von Mechanismen, durch die die Veranderung eines erfindungs- 
emaBen Lysophosphatidsaure Acyltransferase-, Glycerin-3-phosphat Acyltransferase-, 
Diacylglycerin Acyltransferase- oder Lecithin Cholesterin Acyltransferase-Proteins die 

1 0 Ausbeute, Produktion und/oder Effizienz der Produktion einer Feinchemikalie aus einer 
Olf ruchtpf lanze oder einem Mikroorganismus aufgrund eines veranderten Proteins 
direkt beeinflussen kann. Die Anzahl oder Aktivitat des Lysophosphatidsaure Acyltrans- 
ferase-, Glycerin-3-phosphat Acyltransferase-, Diacylglycerin Acyltransferase- Oder 
Lecithin Cholesterin Acyltransferase-Proteins oder -Gens sowie von Genkombinationen 

15 mit z.B. Acyl-CoA:Lysophospholipid-Acyltransferasen, Desaturasen und/oder Elon- 
gasen kann erhoht sein, so dass gr68ere Mengen der produzierten Verbindungen 
de novo hergestellt werden, weil den Organismen diese Aktivitat und Fahigkeit zur 
Biosynthese vor dem Einbringen des/der entsprechenden Gens/Gene fehlte. Ent- 
sprechendes gilt fur die Kombination mit weiteren Desaturasen oder Elongasen oder 

20 weiteren Enzymen aus dem Fettsaure- und Upidstoffwechsel. Auch die Verwendung 
verschiedener divergenter, d.h. auf DNA-Sequenzebene unterschiedlicher Sequenzen 
kann dabei vorteilhaft sein bzw. die Verwendung von Promotoren zur Genexpression, 
die eine andere zeitliche Genexpression z.B. abhangig vom Reifegrad eines Samens 
oder 6l-speichernden Gewebes ermoglicht. 

25 Durch das Einbringen eines Lysophosphatidsaure Acyltransferase-, Glycerin-3-phos- 
phat Acyltransferase-, Diacylglycerin Acyltransferase-, Lecithin Cholesterin Acyl- 
transferase-, Acyl-CoA:Lysophospholipid-Acyltransferase-, Desaturase- und/oder 
Elongase-Gens oder mehrerer Lysophosphatidsaure Acyltransferase-, Glycerin- 
3-phosphat Acyltransferase-, Diacylglycerin Acyltransferase-, Lecithin Cholesterin 

30 Acyltransferase-, Acyl-CoA:Lysophospholipid-Acyltransferasen-, Desaturase- und/oder 
Elongase-Gene in einen Organismus allein oder in Kombination mit anderen Genen in 
eine Zelle kann nicht nur den Biosynthesefluss zum Endprodukt erhoht, sondern auch 
die entsprechende Triacylglycerin-Zusammensetzung erh6ht oder de novo geschaffen 
werden. Ebenso kann die Anzahl oder Aktivitat anderer Gene, die am Import von Nahr- 

35 stoffen, die zur Biosynthese einer oder mehrerer Feinchemikalien (z.B. Fettsauren, 
polaren und neutralen Lipiden) notig sind, erhoht sein, so dass die Konzentration 
dieser Vorlaufer, Cofaktoren oder Zwischenverbindungen innerhalb der Zellen oder 
innerhalb des Speicherkompartiments erhoht ist, wodurch die Fahigkeit der Zellen 
zur Produktion von PUFAs, wie im folgenden beschrieben, weiter gesteigert wird. Fett- 

40 sauren und Lipide sind selbst als Feinchemikalien wunschenswert; durch Optimierung 
der Aktivitat Oder Erhohung der Anzahl einer oder mehrerer Lysophosphatidsaure Acyl- 
transferase-, Glycerin-3-phosphat Acyltransferase-, Diacylglycerin Acyltransferase-, 
Lecithin Cholesterin Acyltransferase-, Acyl-CoA:Lysophospholipid-Acyltransferase-, 
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Desaturase- und/oder Elongase-Gene, die an der Biosynthese dieser Verbindungen 
beteiligt sind, oder durch Zerstoren der Aktivitat einer Oder mehrerer Gene, die am 
Abbau dieser Verbindungen beteiligt sind, kann es moglich sein, die Ausbeute, 
Produktion und/oder Effizienz der Produktion von Fettsaure- und Lipidmolekulen 
5 aus Organismen und vorteilhaft aus Pflanzen zu steigern. 

Die im erfindungsgemaBen Verfahren verwendeten isolierten Nukleinsauremolekule 
codieren fur Proteine oder Teile von diesen, wobei die Proteine Oder das einzelne 
Protein oder Teile davon eine Aminosauresequenz enthalt, die ausreichend homolog 
zu einer Aminosauresequenz der Sequenz SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5, SEQ ID 

10 NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID 
NO: 19, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 27, SEQ ID 
NO: 29, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 35 Oder SEQ ID NO: 37 ist, so 
dass das Protein oder der Teil davon eine aufweisen und eine aquivalente Lysophos- 
phatidsaure Acyltransferase-Aktivitat, Glycerin-3-phosphat Acyltransferase-Aktivitat, 

1 5 Diacylglycerin Acyltransferase-Aktivitat oder Lecithin Cholesterin Acyltransferase- 
Aktivitat beibehalt. Vorzugsweise hat das Protein oder der Teil davon, das/der von dem 
Nukleinsauremolekul kodiert wird, noch seine wesentliche enzymatische Aktivitat und 
die Fahigkeit, am Stoffwechsel von zum Aufbau von Zellmembranen oder Lipidkorper- 
chen in Organismen vorteilhaft in Pflanzen notwendigen Verbindungen oder am Trans- 

20 port von Molekulen fiber diese Membranen teilzunehmen noch hat. Vorteilhaft ist das 
von den NukleinsauremolekQIen kodierte Protein zu mindestens etwa 40 %, vorzugs- 
weise mindestens etwa 60 % und starker bevorzugt mindestens etwa 70 %, 80 % 
oder 90 % und am starksten bevorzugt mindestens etwa 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 
99 % oder mehr homolog zu einer Aminosauresequenz der Sequenz SEQ ID NO: 2, 

25 SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 15, 
SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 25, 
SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 35 
oder SEQ ID NO: 37. Im Sinne der Erfindung ist unter Homologie Oder homolog, 
Identitat oder identisch zu verstehen. 

30 Unter wesentlicher enzymatischer Aktivitat der verwendeten erfindungsgemaBen 

Lysophosphatidsaure Acyltransferasen, Glycerin-3-phosphat Acyltransferasen, Diacyl- 
glycerin Acyltransferasen oder Lecithin Cholesterin Acyltransferasen ist zu verstehen, 
dass sie gegenuber den durch die Sequenz mit SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID 
NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 1 1, SEQ ID NO: 13, 

35 SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, 
SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32, 
SEQ ID NO: 34 oder SEQ ID NO: 36 und deren Derivate codierten Proteinen/Enzymen 
im Vergleich noch mindestens eine enzymatische Aktivitat von mindestens 1 0 %, 
bevorzugt 20 %, besonders bevorzugt 30 % und ganz besonders 40 % aufweisen und 

40 damit am Stoffwechsel von zum Aufbau von Fettsauren, Fettsaureester wie Diacyl- 
glyceride und/oder Triacylglyceride in einem Organismus vorteilhaft einer Pflanzenzelie 
notwendigen Verbindungen oder am Transport von Molekulen uber Membranen teil- 
nehmen konnen, wobei desaturierte C18-, C20-, C22- Oder C24-Kohlenstoffketten im 
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FettsauremolekQI mit Doppelbindungen an mindestens zwei, vorteilhaft drei, vier oder 
funf Stellen gemeint sind. 

Vorteilhaft im Verfahren verwendbare Nukleinsauren stammen aus Bakterien Pilzen 
oder Pflanzen wie Algen oder Moosen wie den Gattungen Shewanella, Physco- 
5 mitrella, Thraustochytrium, Fusarium, Phytophtora, Ceratodon, Isochrysis, Aleurita, 
Muscarioides, Mortierella, Borago, Phaeodactylum, Crypthecodinium oder aus 
Nematoden wie Caenorhabditis, speziell aus den Gattungen und Arten Shewanella 
hanedai, Physcomitrella patens, Phytophtora infestans, Fusarium graminaeum, 
Cryptocodinium cohnii, Ceratodon purpureus, Isochrysis galbana, Aleurita farinosa, 
10 Muscarioides viallii, Mortierella alpina, Borago officinalis, Phaeodactylum tricornutum 
oder besonders vorteilhaft aus Caenorhabditis elegans. 

Alternativ kdnnen die verwendeten isolierten Nukleotidsequenzen fur Lysophosphatid- 
saure Acyltransferasen, Glycerin-3-phosphat Acyltransferasen, Diacylglycerin Acyl- 
transferasen oder Lecithin Cholesterin Acyltransferasen codieren, die an eine Nukleo- 
15 tidsequenz der SEQ ID NO: 1 , SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID 
NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID 
NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID 
NO: 26, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34 oder 
SEQ ID NO: 36 hybridisieren, z.B. unter stringenten Bedingungen hybridisieren. 

20 Die im Verfahren verwendeten Nukleinsauresequenzen werden vorteilhaft in einer 
Expressionskassette, die die Expression der Nukleinsauren in Organismen wie 
Mikroorganismen oder Pflanzen ermoglicht, eingebracht 

Dabei werden die Nukleinsauresequenzen, die fur die erfinderischen Lysophosphatid- 
saure Acyltransferasen, Glycerin-3-phosphat Acyltransferasen, Diacylglycerin Acyl- 

25 transferasen oder Lecithin Cholesterin Acyltransferasen codieren sowie die Nuklein- 
sauresequenzen, die fur die in Kombination verwendeten Acyl-CoA:Lysophospholipid- 
Acyltransferasen, die Desaturasen und/oder die Elongasen codieren, mit einem oder 
mehreren Regulationssignalen vorteilhafterweise zur Erhohung der Genexpression 
funktionell verknupft. Diese regulatorischen Sequenzen sollen die gezielte Expression 

30 der Gene und der Proteinexpression ermoglichen. Dies kann beispielsweise je nach 
Wirtsorganismus bedeuten, dass das Gen erst nach Induktion exprimiert und/oder 
uberexprimiert wird, oder dass es sofort exprimiert und/oder Qberexprimiert wird. Bei- 
spielsweise handelt es sich bei diesen regulatorischen Sequenzen urn Sequenzen 
an die Induktoren oder Repressoren binden und so die Expression der Nukleinsaure 

35 regulieren. Zusatzlich zu diesen neuen Regulationssequenzen oder anstelle dieser 
Sequenzen kann die naturliche Regulation dieser Sequenzen vor den eigentlichen 
Strukturgenen noch vorhanden sein und gegebenenfalls genetisch verandert worden 
sein, so dass die naturliche Regulation ausgeschaltet und die Expression der Gene 
erhdht wurde. Die Expressionskassette (= Expressionskonstrukt = Genkonstrukt) 

40 kann aber auch einfacher aufgebaut sein, das hei3t es wurden keine zusatzlichen 
Regulationssignale vor die Nukleinsauresequenz oder dessen Derivate inseriert und 
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der naturliche Promotor mit seiner Regulation wurde nicht entfemt. Stattdessen wurde 
die naturliche Regulationssequenz so mutiert, dass keine Regulation mehr erfolgt 
und/oder die Genexpression gesteigert wird. Diese veranderten Promotoren konnen 
in Form von Teilsequenzen (= Promotor mit Teilen der erfindungsgemaBen Nuklein- 
5 sauresequenzen) auch allein vor das naturliche Gen zur Steigerung der Aktivitat 

gebracht warden. Das Genkonstrukt kann auBerdem vorteilhafterweise auch eine Oder 
mehrere sogenannte "enhancer Sequenzen" funktionell verknupft mit dem Promotor 
enthalten, die eine erhohte Expression der Nukleinsauresequenz ermoglichen. Auch 
am 3'-Ende der DISIA-Sequenzen konnen zusatzliche vorteilhafte Sequenzen inseriert 

1 0 werden wie weitere regulatorische Elemente Oder Terminatoren. Die Lysophosphatid- 
saure Acyltransferase-, Glycerin-3-phosphat Acyltransferase-, Diacylglycerin Acyl- 
transferase- Oder Lecithin Cholesterin Acyltransferase-Gene sowie die vorteilhaft ver- 
wendeten Acyl-CoA:Lysophospholipid-Acyltransferase-, A-4-Desaturase-, A5-Desa- 
turase-, A-6-Desaturase- und/oder A-8-Desaturase-Gene und/oder die A-5-Elongase-, 

15 A-6-Elongase- und/oder A-9-Elongase-Gene konnen in einer Oder mehreren Kopien in 
der Expressionskassette (= Genkonstrukt) enthalten sein. Vorteilhaft liegt nur jeweils 
eine Kopie der Gene in der Expressionskassette vor. Dieses Genkonstrukt Oder die 
Genkonstrukte konnen zusammen im Wirtsorganismus exprimiert werden. Dabei kann 
das Genkonstrukt Oder die Genkonstrukte in einem Oder mehreren Vektoren inseriert 

20 sein und frei in der Zelle vorliegen Oder aber im Genom inseriert sein. Es ist vorteilhaft 
fur die Insertion weiterer Gene im Wirtsgenom, wenn die zu exprimierenden Gene 
zusammen in einem Genkonstrukt vorliegen. 

Die regulatorischen Sequenzen bzw. Faktoren konnen dabei wie oben beschrieben 
vorzugsweise die Genexpression der eingefuhrten Gene positiv beeinflussen und 
25 dadurch erhdhen. So kann eine Verstarkung der regulatorischen Elemente vorteilhaft- 
erweise auf der Transkriptionsebene erfolgen, indem starke Transkriptionssignale wie 
Promotoren und/oder "Enhancer" verwendet werden. Daneben ist aber auch eine 
Verstarkung der Translation moglich, indem beispielsweise die Stabilitat der mRNA 
verbessert wird. 

30 Eine weitere Ausfuhrungsform der Erfindung sind ein oder mehrere Genkonstrukte, die 
eine Oder mehrere Sequenzen enthalten, die durch SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, 
SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 1 1 , SEQ ID 
NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID 
NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID 

35 NO: 32, SEQ ID NO: 34 oder SEQ ID NO: 36 Oder dessen Derivate definiert sind und 
fur Polypeptide gemaB SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, 
SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21, 
SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 31 [ 
SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 35 Oder SEQ ID NO: 37 kodieren. Die genannten Lyso- 

40 phosphatidsaure Acyltransferasen, Glycerin-3-phosphat Acyltransferasen, Diacyl- 
glycerin Acyltransferasen oder Lecithin Cholesterin Acyltransferasen fOhren dabei 
vorteilhaft zu einem Austausch bzw. Einbau der Fettsauren zwischen dem Mono-, 
Di- und/oder Triglyceridpool der Zelle und dem CoA-Fettsaureester-Pool, wobei das 
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Substrat vorteilhaft ein, zwei, drei, vier oderfunf Doppelbindungen aufweist und vor- 
teilhaft 18, 20, 22 Oder 24 Kohlenstoffatome im Fettsauremolekul aufweist. Gleiches 
gilt fur ihre Homologen, Derivate oder Analoga, die funktionsfahig mit einem oder 
mehreren Regulationssignalen, vorteilhafterweise zur Steigerung der Genexpression 
5 verbunden sind. 

Vorteilhafte Regulationssequenzen fur das neue Verfahren liegen beispielsweise in 
Promotoren vor, wie dem cos-, tac-, trp-, tet-, trp-tet-, Ipp-, lac-, Ipp-lac-, laclq-, 
T7-, T5-, T3-, gal-, trc- era-, SP6-, A-PR- oder A-PL-Promotor und werden 
vorteilhafterweise in Gram-negativen Bakterien angewendet. Weitere vorteilhafte 

10 Regulationssequenzen liegen beispielsweise in den Gram-positiven Promotoren amy 
und SP02, in den Hefe- oder Pilzpromotoren ADC1, MFa, AC, P-60, CYC1, GAPDH, 
TEF, rp28, ADH oder in den Pflanzenpromotoren CaMV/35S [Franck et al Cell 21 
(1980) 285-294], PRP1 [Ward et al., Plant. Mol. Biol. 22 (1993)], SSU, OCS, Iib4, 
usp, STLS1, B33, nosoder im Ubiquitin- oder Phaseolin- Promoter vor. In diesem' 

1 5 Zusammenhang vorteilhaft sind ebenfalls induzierbare Promotoren, wie die in 

EP-A-0 388 186 (Benzylsulfonamid-induzierbar), Plant J. 2, 1992:397-404 (Gatz 
et al., Tetracyclin-induzierbar), EP-A-0 335 528 (Abzisinsaure-induzierbar) oder 
WO 93/21334 (Ethanol- oder Cyclohexenol-induzierbar) beschriebenen Promotoren. 
Weitere geeignete Pflanzenpromotoren sind der Promotor von cytosolischer FBPase 

20 oder der ST-LSI-Promotor der Kartoffel (Stockhaus et al., EMBO J. 8, 1 989, 2445), der 
Phosphoribosylpyrophosphatamidotransferase-Promotor aus Glycine max (Genbank- 
Zugangsnr. U87999) oder der in EP-A-0 249 676 beschriebene nodienspezifische 
Promotor. Besonders vorteilhafte Promotoren sind Promotoren, welche die Expression 
in Geweben ermoglichen, die an der Fettsaurebiosynthese beteiligt sind. Ganz be- 

25 sonders vorteilhaft sind samenspezifische Promotoren, wie der ausfuhrungsgemaBe 
USP Promotor aber auch andere Promotoren wie der LeB4-, DC3, Phaseolin- oder 
Napin-Promotor. Weitere besonders vorteilhafte Promotoren sind samenspezifische 
Promotoren, die fur monokotyle oder dikotyle Pflanzen verwendet werden konnen 
und in US 5,608,152 (Napin-Promotor aus Raps), WO 98/45461 (Oleosin-Promotor 

30 aus Arobidopsis), US 5,504,200 (Phaseolin- Promotor aus Phaseolus vulgaris), 
WO 91/13980 (Bce4-Promotor aus Brassica), von Baeumlein et al., Plant J., 2, 2, 
1992:233-239 (LeB4-Promotor aus einer Leguminose) beschrieben sind, wobei ' 
sich diese Promotoren fur Dikotyledonen eignen. Diefolgenden Promotoren eignen 
sich beispielsweise fur Monokotyledonen lpt-2- oder lpt-1 -Promotor aus Gerste 

35 (WO 95/15389 und WO 95/23230), Hordein-Promotor aus Gerste und andere, in 
WO 99/1 6890 beschriebene geeignete Promotoren. 

Es ist im Prinzip moglich, alle naturlichen Promotoren mit ihren Regulationssequenzen 
wie die oben genannten, fur das neue Verfahren zu verwenden. Es ist ebenfalls mog- ' 
lich und vorteilhaft, zusatzlich oder alleine synthetische Promotoren zu verwenden 
40 besonders wenn sie eine Samen-spezifische Expression vermitteln, wie z.B. beschrie- 
ben in WO 99/1 6890. 
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Urn einen besonders hohen Gehalt an PUFAs vor allem in transgenen Pflanzen zu 
erzielen, sollten die PUFA-Biosynthesegene vorteilhaft samenspezifisch in Olsaaten 
exprimiert werden. Hierzu konnen Samen-spezifische Promotoren verwendet werden, 
bzw. solche Promotoren die im Embryo und/oder im Endosperm aktiv sind. Samen- 
5 spezifische Promotoren k6nnen prinzipiell sowohl aus dikotolydonen als auch aus 
monokotolydonen Pflanzen isoliert werden. Im folgenden sind vorteilhafte bevor- 
zugte Promotoren aufgefGhrt: USP (= unknown seed protein) und Vicilin (Vicia faba) 
[Baumlein et al., Mol. Gen Genet., 1 991 , 225(3)], Napin (Raps) [US 5,608,1 52], 
Acyl-Carrier Protein (Raps) [US 5,315,001 und WO 92/18634], Oleosin (Arabi-' 

1 0 dopsis thaliana) [WO 98/45461 und WO 93/2021 6], Phaseolin (Phaseolus vulgaris) 
[US 5,504,200], Bce4 [WO 91/13980], Leguminosen B4 (LegB4-Promotor) [Baumlein 
et al., Plant J., 2,2, 1992], Lpt2 und Ipt1 (Gerste) [WO 95/15389 u. WO 95/23230], 
Samen-spezifische Promotoren aus Reis, Mais u. Weizen [WO 99/16890], Amy32b, 
Amy 6-6 und Aleurain [US 5,677,474], Bce4 (Raps) [US 5,530,149], Glycinin (Soja)' 

1 5 [EP 571 741 ], Phosphoenol-Pyruvatcarboxylase (Soja) [JP 06/62870], ADR1 2-2 

(Soja) [WO 98/08962], Isocitratlyase (Raps) [US 5,689,040] oder a-Amylase (Gerste) 
[EP 781 849]. 

Die Pflanzengenexpression lasst sich auch uber einen chemisch induzierbaren 
Promoter erleichtern (siehe eine Ubersicht in Gatz 1997, Annu. Rev. Plant Physiol. 
20 Plant Mol. Biol., 48:89-108). Chemisch induzierbare Promotoren eignen sich be- 
sonders, wenn gewunscht wird, dass die Genexpression auf zeitspezifische Weise 
erfolgt. Beispiele fur solche Promotoren sind ein Salicylsaure-induzierbarer Promotor 
(WO 95/19443), ein Tetracyclin-induzierbarer Promotor (Gatz et al. (1992) Plant J. 2, 
397-404) und ein Ethanol-induzierbarer Promotor. 

25 Urn eine stabile Integration der Biosynthesegene in die transgene Pflanze uber 

mehrere Generation sicherzustellen, sollte jede der im Verfahren verwendeten Nuklein- 
sauren, die fur die Lysophosphatidsaure Acyltransferase, Glycerin-3-phosphat Acyl- 
transferase, Diacylglycerin Acyltransferase und/oder die Lecithin Cholesterin Acyltrans- 
ferase, die vorteilhafte Acyl-CoA:Lysophospholipid-Acyltransferase, A-4-Desaturase, 

30 die A-5-Desaturase, die A-6-Desaturase, die A-8-Desaturase und/oder die A-5-Elon- 
gase, die A-6-Elongase und/oder die A-9-Elongase codieren, unter der Kontrolle eines 
eigenen bevorzugt eines unterschiedlichen Promotors exprimiert werden, da sich 
wiederholende Sequenzmotive zu Instability der T-DNA bzw. zu Rekombinations- 
ereignissen fuhren kdnnen. Die Expressionskassette ist dabei vorteilhaft so aufgebaut, 

35 dass einem Promotor eine geeignete Schnrttstelle zur Insertion der zu expremierenden 
Nukleinsaure folgt vorteilhaft in einem Polylinker anschlieBend gegebenenfalls ein 
Terminator hinter dem Polylinker liegt. Diese Abfolge wiederholt sich mehrfach bevor- 
zugt drei-, vier- oder funfmal, so dass bis zu f Qnf Gene in einem Konstrukt zusammen- 
gefuhrt werden und so zur Expression in die transgene Pflanze eingebracht werden 

40 konnen. Vorteilhaft wiederholt sich die Abfolge bis zu dreimal. Die Nukleinsaure- 
sequenzen werden zur Expression uber die geeignete Schnittstelle beispielsweise 
im Polylinker hinter den Promotor inseriert. Vorteilhaft hat jede Nukleinsauresequenz 
ihren eigenen Promotor und gegebenenfalls ihren eigenen Terminator. Es ist aber auch 
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moglich mehrere Nukleinsauresequenzen hinter einem Promotor und ggf. vor einem 
Terminator zu inserieren. Dabei ist die Insertionsstelle bzw. die Abfolge der inserierten 
Nukleinsauren in der Expressionskassette nicht von entscheidender Bedeutung, das 
heiBt eine Nukleinsauresequenz kann an erster Oder letzter Steile in der Kassette 
5 inseriert sein, ohne dass dadurch die Expression wesentlich beeinflusst wird. Es 
konnen in der Expressionskassette vorteilhaft unterschiedliche Promotoren wie bei- 
spielsweise der USP-, LegB4 Oder DC3-Promotor und unterschiedliche Terminatoren 
verwendet werden. Es ist aber auch moglich nur einen Promotortyp in der Kassette zu 
verwenden. Dies kann jedoch zu unerwunschten Rekombinationsereignissen fuhren. 

10 Wie oben beschrieben sollte die Transkription der eingebrachten Gene vorteilhaft 

durch geeignete Terminatoren am S'-Ende der eingebrachten Biosynthesegene (hinter 
dem Stoppcodon) abgebrochen werden. Verwendet werden kann hier z.B. der OCS1 
Terminator. Wie auch fur die Promotoren, so sollten hier fur jedes Gen unterschiedliche 
Terminatorsequenzen verwendet werden. 

15 Das Genkonstrukt kann, wie oben beschrieben, auch weitere Gene umfassen, die in 
die Organismen eingebracht werden sollen. Es ist moglich und vorteilhaft, in die Wirts- 
organismen Regulationsgene, wie Gene fur Induktoren, Repressoren oder Enzyme, 
welche durch ihre Enzymaktivitat in die Regulation eines Oder mehrerer Gene eines 
Biosynthesewegs eingreifen, einzubringen und darin zu exprimieren. Diese Gene 

20 konnen heterologen Oder homologen Ursprungs sein. Weiterhin konnen vorteilhaft im 
Nukleinsaurekonstrukt bzw. Genkonstrukt weitere Biosynthesegene des Fettsaure- 
oder Lipidstoffwechsels enthalten sein oder aber diese Gene konnen auf einem 
weiteren oder mehreren weiteren Nukleinsaurekonstrukten liegen. Vorteilhaft werden 
als Biosynthesegene des Fettsaure- oder Lipidstoffwechsels ein Gen ausgewahlt 

25 aus der Gruppe Acyl-CoA-Dehydrogenase(n), Acyl-ACP[= acyl carrier protein]- 
Desaturase(n), Acyl-ACP-Thioesterase(n), Fettsaure-Acyl-Transferase(n), Acyl- 
CoA:Lysophospholipid-Acyltransferase(n), Fettsaure-Synthase(n), Fettsaure- 
Hydroxylase(n), Acetyl-Coenzym A-Carboxylase(n), Acyl-Coenzym A-Oxidase(n), 
Fettsaure-Desaturase(n), Fettsaure-Acetylenase(n), Lipoxygenase(n), Triacylglycerol- 

30 Lipase(n), Allenoxid-Synthase(n), Hydroperoxid-Lyase(n) oder Fettsaure-Elongase(n) 
oder deren Kombinationen verwendet. Besonders vorteilhafte Nukleinsauresequenzen 
sind Biosynthesegene des Fettsaure- oder Lipidstoffwechsels ausgewahlt aus der 
Gruppe der Acyl-CoA:Lysophospholipid-Acyltransferase, A-4-Desaturase-, A-5-Desa- 
turase-, A-6-Desaturase-, A-8-Desatuase-, A-9-Desaturase-, A-12-Desaturase-, A-5- 

35 Elongase-, A-6-Elongase- oder A-9-Elongase. 

Dabei konnen die vorgenannten Nukleinsauren bzw. Gene in Kombination mit anderen 
Elongasen und Desaturasen in erfindungsgemaBen Expressionskassetten kloniert 
werden und zur Transformation von Pf lanzen mithilfe von Agrobakterium eingesetzt 
werden. 

40 Die reguiatorischen Sequenzen bzw. Faktoren konnen dabei wie oben beschrieben 
vorzugsweise die Genexpression der eingefuhrten Gene positiv beeinflussen und 
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dadurch erhShen. So kann eine Verstarkung der regulatorischen Elemente vorteilhaft- 
erweise auf der Transkriptionsebene erfolgen, indem starke Transkriptionssignale wie 
Promotoren und/oder "Enhancer" verwendet warden. Daneben ist aber auch eine 
Verstarkung der Translation moglich, indem beispielsweise die Stabilitat der mRNA 
5 verbessert wird. Die Expressionskassetten konnen prinzipiell direkt zum Einbringen 
in die Pflanze verwendet werden oder aber in einen Vektoren eingebracht warden. 

Diese vorteilhaften Vektoren, vorzugsweise Expressionsvektoren, enthalten die im 
Verfahren verwendeten Nukleinsauren, die fur Lysophosphatidsaure Acyltransferasen, 
Glycerin-3-phosphat Acyltransferasen, Diacylglycerin Acyltransferasen Oder Lecithin 

1 0 Cholesterin Acyltransferasen codieren, oder ein Nukleinsaurekonstrukt, die die ver- 
wendeten Nukleinsaure allein oder in Kombination mit weiteren Biosynthesegenen 
des Fettsaure- oder Lipidstoffwechsels wie den Acyl-CoA:Lysophospholipid-Acyltrans- 
ferasen, A-4-Desaturase, A-5-Desaturase, A-6-Desaturase, A-8-Desatuase, A-9-Desa- 
turase, A-12-Desaturase, A-5-Elongase, A-6-Elongase und/oder A-9-Elongase. Wie 

1 5 hier verwendet, betrifft der Begriff "Vektor" ein NukleinsauremolekQI, das eine andere 
Nukleinsaure transportieren kann, an welche es gebunden ist. Ein Vektortyp ist ein 
"Plasmid", was fur eine zirkulare doppelstrangige DNA-Schleife steht, in die zusatz- 
lichen DNA-Segmente ligiert werden kQnnen. Ein weiterer Vektortyp ist ein viraler 
Vektor, wobei zusatzliche DNA-Segmente in das virale Genom ligiert werden konnen. 

20 Bestimmte Vektoren konnen in einer Wirtszelle, in die sie eingebracht worden sind, 
autonom replizieren (z.B. Bakterienvektoren mit bakteriellem Replikationsursprung). 
Andere Vektoren werden vorteilhaft beim Einbringen in die Wirtszelle in das Genom 
einer Wirtszelle integriert und dadurch zusammen mit dem Wirtsgenom repliziert. Zu- 
dem konnen bestimmte Vektoren die Expression von Genen, mit denen sie funktions- 

25 fahig verbunden sind, steuern. Diese Vektoren werden hier als "Expressionsvektoren" 
bezeichnet. Gewohnlich haben Expressionsvektoren, die fur DNA-Rekombinations- 
techniken geeignet sind, die Form von Plasmiden. In der vorliegenden Beschreibung 
konnen "Plasmid" und "Vektor" austauschbar verwendet werden, da das Plasmid die 
am hauf igsten verwendete Vektorform ist. Die Erfindung soli jedoch diese anderen 

30 Expressionsvektorformen, wie virale Vektoren, die ahnliche Funktionen ausuben, 
umfassen. Ferner soil der Begriff Vektor auch andere Vektoren, die dem Fachmann 
bekannt sind, wie Phagen, Viren, wie SV40, CMV, TMV, Transposons, IS-Elemente, 
Phasmide, Phagemide, Cosmide, lineare oder zirkulare DNA, umfassen. 

Die im Verfahren vorteilhaft verwendeten rekombinanten Expressionsvektoren 
35 umfassen die die unten beschriebenen Nukleinsauren oder das oben beschriebene 
Genkonstrukt in einer Form, die sich zur Expression der verwendeten Nukleinsauren 
in einer Wirtszelle eignen, was bedeutet, dass die rekombinanten Expressions- 
vektoren eine oder mehrere Regulationssequenzen, ausgewahlt auf der Basis 
der zur Expression zu verwendenden Wirtszellen, die mit der zu exprimierenden 
40 Nukleinsauresequenz funktionsfahig verbunden ist, umfasst. In einem rekombinanten 
Expressionsvektor bedeutet "funktionsfahig verbunden", dass die Nukleotidsequenz 
von Interesse derart an die Regulationssequenz(en) gebunden ist, dass die Expression 
der Nukleotidsequenz moglich ist und sie aneinander gebunden sind, so dass beide 
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Sequenzen die vorhergesagte, der Sequenz zugeschriebene Funktion erfGllen (z.B. 
in einem In-vitro-Transkriptions-ZTranslationssystem Oder in einer Wirtszelle, wenn 
der Vektor in die Wirtszelle eingebracht wird). Der Begriff "Regulationssequenz" soil 
Promotoren, Enhancer und andere Expressionskontrollelemente (z.B. Polyadeny- 
5 lierungssignale) umfassen. Diese Regulationssequenzen sind z.B. beschrieben in 
Goeddel: Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic 
Press, San Diego, CA (1990), Oder siehe: Gruber und Crosby, in: Methods in Plant 
Molecular Biology and Biotechnolgy, CRC Press, Boca Raton, Florida, Hrsgb.: 
Glick und Thompson, Kapitel 7, 89-108, einschlieBlich der Literaturstellen darin. 

1 0 Regulationssequenzen umfassen solche, welche die konstitutive Expression einer 
Nukleotidsequenz in vielen Wirtszelltypen steuern, und solche, welche die direkte 
Expression der Nukleotidsequenz nur in bestimmten Wirtszellen unter bestimmten 
Bedingungen steuern. Der Fachmann weiB, dass die Gestaltung des Expressions- 
vektors von Faktoren, wie der Auswahl der zu transformierenden Wirtszelle, dem 

1 5 AusmaB der Expression des gewiinschten Proteins usw., abhangen kann. 

Die verwendeten rekombinanten Expressionsvektoren konnen zur Expression von 
Lysophosphatidsaure Acyltransferasen, Glycerin-3-phosphat Acyltransferasen, Diacyl- 
glycerin Acyltransferasen Oder Lecithin Cholesterin Acyltransferasen, Acyl-CoA:Lyso- 
phospholipid-Acyltransferasen, Desaturasen und Elongasen in prokaryotischen Oder 

20 eukaryotischen Zellen gestaltet sein. Dies ist vorteilhaft, da haufig Zwischenschritte der 
Vektorkonstruktion der Einfachheithalber in Mikroorganismen durchgefuhrt werden. 
Beispielsweise konnen Lysophosphatidsaure Acyltransferase-, Glycerin-3-phosphat 
Acyltransferase-, Diacylglycerin Acyltransferase-, Lecithin Cholesterin Acyltransferase-, 
Acyl-CoA:Lysophospholipid-Acyltransferase-, Desaturase- und/oder Elongase-Gene in 

25 bakteriellen Zellen, Insektenzellen (unter Verwendung von Baculovirus-Expressions- 
vektoren), Hefe- und anderen Pilzzellen (siehe Romanos, M.A., etal. (1992) "Foreign 
gene expression in yeast: a review", Yeast 8:423-488; van den Hondel, CAM.J.J., 
et al. (1991) "Heterologous gene expression in filamentous fungi", in: More Gene 
Manipulations in Fungi, J.W. Bennet & L.L. Lasure, Hrsgb., S. 396-428: Academic 

30 Press: San Diego; und van den Hondel, C.A.M.J.J., & Punt, P. J. (1991) "Gene transfer 
systems and vector development for filamentous fungi, in: Applied Molecular Genetics 
of Fungi, Peberdy, J.F., et al., Hrsgb., S. 1-28, Cambridge University Press: Cam- 
bridge), Algen (Falciatore et al., 1999, Marine Biotechnology. 1, 3:239-251), Ciliaten 
der Typen: Holotrichia, Peritrichia, Spirotrichia, Suctoria, Tetrahymena, Paramecium, 

35 Colpidium, Glaucoma, Platyophrya, Potomacus, Desaturaseudocohnilembus, Euplotes, 
Engelmaniella und Stylonychia, insbesondere der Gattung Stylonychia lemnae, mit 
Vektoren nach einem Transformationsverfahren, wie beschrieben in WO 98/01572, 
sowie bevorzugt in Zellen vielzelliger Pflanzen (siehe Schmidt, R. und Willmitzer, L. 
(1988) "High efficiency Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation of 

40 Arabidopsis thaliana leaf and cotyledon explants" Plant Cell Rep. -.583-586; Plant 

Molecular Biology and Biotechnology, C Press, Boca Raton, Florida, Kapitel 6/7, S.71- 
119 (1993); F.F. White, B. Jenes et a!., Techniques for Gene Transfer, in: Transgenic 
Plants, Bd. 1, Engineering and Utilization, Hrsgb.: Kung und R. Wu, Academic Press 
(1993), 128-43; Potrykus, Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Molec. Biol. 42 (1991), 205- 
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225 (und darin zitierte Literaturstellen)) exprimiert werden. Geeignete Wirtszellen 
werden ferner erortert in Goeddel, Gene Expression Technology: Methods in Enzy- 
mology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990). Der rekombinante Expressions- 
vektor kann alternativ, zum Beispiel unter Verwendung von T7-Promotor-Regulations- 
sequenzen und T7-Polymerase, in vitro transkribiert und translatiert werden. 

Die Expression von Proteinen in Prokaryoten erfolgt meist mit Vektoren, die konstitu- 
tive Oder mduzierbare Promotoren enthalten, welche die Expression von Fusions- 
oder nicht-Fusionsproteinen steuern. Typische Fusions-Expressionsvektoren sind u a 
pGEX (Pharmacia Biotech Inc; Smith, D.B., und Johnson, K.S. (1988) Gene 67-31-40) 
pMAL (New England Biolabs, Beverly, MA) und pRIT5 (Pharmacia, Piscataway, NJ) 
bei denen Glutathion-S-Transferase (GST), Maltose E-bindendes Protein bzw. Protein 
A an das rekombinante Zielprotein fusioniert wird. 

Beispiele fur geeignete induzierbare nicht-Fusions-E. coli-Expressionsvektoren sind 
u.a. pTrc (Amann et al. (1988) Gene 69:301-315) und pET 1 1d (Studier et al Gene 
Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego 
Kahfornien (1 990) 60-89). Die Zelgenexpression vom pTrc-Vektor beruht auf der 
Transkription durch Wirts-RNA-Polymerase von einem Hybrid-trp-lac-Fusionspromotor 
Die Zielgenexpression aus dem pET 1 1d-Vektor beruht auf der Transkription von 
einem T7-gn10-lac-Fusions-Promotor, die von einer coexprimierten viralen RNA- 
Polymerase (T7 gn1) vermittelt wird. Diese virale Polymerase wird von den Wirts- 
stammen BL21 (DE3) Oder HMS174 (DE3) von einem residenten A-Prophagen 
bereitgestellt, der ein T7 gn1-Gen unter der Transkriptionskontrolle des lacUV 5- 
Promotors birgt. 

Andere in prokaryotischen Organismen geeignete Vektoren sind dem Fachmann 
bekannt, diese Vektoren sind beispielsweise in E. coli pLG338, pACYC184 die pBR- 
Reihe, wie pBR322, die pUC-Reihe, wie pUC18 Oder pUC19, die M113mplReihe 
pKC30, P Rep4, pHS1, pHS2, P PLc236, pMBL24, pLG200, pUR290, plN-1111 13-Bl' 
Agt1 1 or pBdCI, in Streptomyces plJ101 , plJ364, pIJ702 Oder plJ361 , in Bacillus 
pUB1 10, pC194 Oder pBD214, in Corynebacterium pSA77 oder pAJ667. 

Bei einer weiteren Ausfuhrungsform ist der Expressionsvektor ein Hefe-Expressions- 
vektor. Beispiele fur Vektoren zur Expression in der Hefe S. cerevisiae umfassen 
pYeDesaturased (Baldari etal. (1987) Embo J. 6:229-234), pMFa (Kurian und 
Herskowitz (1982) Cell 30:933-943), pJRY88 (Schultz et al. (1987) Gene 541 13-123) 
sowie pYES2 (Invitrogen Corporation, San Diego, CA). Vektoren und Verfahren zur 
Konstruktion von Vektoren, die sich zur Verwendung in anderen Pilzen, wie den 
filamentosen Pilzen, eignen, umfassen diejenigen, die eingehend beschrieben sind 
in: van den Hondel, C.A.M.J.J., & Punt, P.J. (1991) "Gene transfer systems and 
vector development for filamentous fungi, in: Applied Molecular Genetics of fungi 
J.F. Peberdy et al., Hrsgb., S. 1-28, Cambridge University Press: Cambridge, Oder in- 
More Gene Manipulations in Fungi [J.W. Bennet& L.L. Lasure, Hrsgb., S. 396-428- 
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Academic Press: San Diego]. Weltere geeignete Hefevektoren sind beispielsweise 
pAG-1, YEp6, YEp13 Oder pEMBLYe23. 

Alternativ kSnnen die Lysophosphatidsaure Acyltransferasen, Glycerin-3-phosphat 
Acyltransferasen, Diacylglycerin Acyltransferasen, Lecithin Cholesterin Acyltrans- 
5 ferasen, Acyl-CoA:Lysophospholipid-Acyltransferasen, Desaturasen und/oder Elon- 
gasen in Insektenzellen unter Verwendung von Baculovirus-Expressionsvekioren 
exprimiert werden. Baculovirus-Velctoren, die zur Expression von Proteinen in 
geziichteten Insektenzellen (z.B. Sf9-Zellen) verfiigbar sind, umfassen die pAc-Reihe 
(Smith et al. (1983) Mol. Cell Biol.. 3:2156-2165) und die pVL-Reihe (Lucklow und 
1 0 Summers (1 989) Virology 1 70:31 -39). 

Die oben genannten Vektoren bieten nur einen kleinen Uberblick uber mogliche geeig- 
nete Vektoren. Weitere Plasmide sind dem Fachmann bekannt und sind zum Beispiel 
beschrieben in: Cloning Vectors (Hrsgb. Pouwels, P.H., et al., Elsevier, Amsterdam- 
New York-Oxford, 1985, ISBN 0 444 904018). Weitere geeignete Expressionssysteme 
15 fOr prokaryotische und eukaryotische Zellen siehe in den Kapiteln 1 6 und 1 7 von 

Sambrook, J., Fritsch, E.F., und Maniatis, T., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 
2. Auflage, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold 
Spring Harbor, NY, 1989. 

Bei einer weiteren Ausfuhrungsform des Verfahrens konnen die Lysophosphatidsaure 
20 Acyltransferasen, Glycerin-3-phosphat Acyltransferasen, Diacylglycerin Acyltrans- 
ferasen, Lecithin Cholesterin Acyltransferasen, Acyl-CoA:Lysophospholipid-Acyl- 
transferasen, Desaturasen und/oder Elongasen in einzelligen Pflanzenzellen (wie 
Algen), siehe Falciatore et al., 1999, Marine Biotechnology 1 (3):239-251 und darin 
zitierte Literaturangaben, und Pflanzenzellen aus hoheren Pflanzen (z.B. Spermato- 
25 phyten, wie FeldfrQchten) exprimiert werden. Beispiele fur Pflanzen-Expressions- 

vektoren umfassen solche, die eingehend beschrieben sind in: Becker, D., Kemper, E., 
Schell, J., und Masterson, R. (1992) "New plant binary vectors with selectable markers 
located proximal to the left border", Plant Mol. Biol. 20:1 195-1 197; und Bevan, M.W. 
(1984) "Binary Agrobacterium vectors for plant transformation", Nucl. Acids Res. 
30 1 2:871 1 -8721 ; Vectors for Gene Transfer in Higher Plants; in: Transgenic Plants, 
Bd. 1, Engineering and Utilization, Hrsgb.: Kung und R. Wu, Academic Press, 1993, 
S. 15-38. 

Eine Pflanzen- Expressionskassette enthalt vorzugsweise Regulationssequenzen, 
welche die Genexpression in Pflanzenzellen steuern konnen und funktionsfahig ver- 

35 bunden sind, so dass jede Sequenz ihre Funktion, wie Termination der Transkription, 
erfQIIen kann, beispielsweise Polyadenylierungssignale. Bevorzugte Polyadeny- 
lierungssignale sind diejenigen, die aus Agrobacterium tumefaciens-T-DNA stammen, 
wie das als Octopinsynthase bekannte Gen 3 des Ti-Plasmids pTiACHS (Gielen et al., 
EMBO J. 3 (1984) 835ff.) Oder f unktionelle Aquivalente davon, aber auch alle anderen 

40 in Pflanzen funktionell aktiven Terminatoren sind geeignet. 
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Da die Pflanzengenexpression sehr oft nicht auf Transkriptionsebenen beschrankt ist, 
enthalt eine Pflanzen-Expressionskassette vorzugsweise andere funktionsfahig ver- 
bunden Sequenzen, wie Translationsenhancer, beispielsweise die Overdrive-Sequenz, 
welche die 5'-untranslatierte Leader-Sequenz aus Tabakmosaikvirus, die das Protein/ 
5 RNA-Verhaltnis erhdht, enthalt (Gallie et al., 1987, Nucl. Acids Research 15:8693- 
8711). 

Die Pflanzengenexpression muss wie oben beschrieben funktionsfahig mit einem 
geeigneten Promotor verbunden sein, der die Genexpression auf rechtzeitige, zell- 
oder gewebespezifische Weise durchfflhrt. Nutzbare Promotoren sind konstitutive 
1 0 Promotoren (Benfey et al., EMBO J. 8 (1 989) 21 95-2202), wie diejenigen, die von 
Pflanzenviren stammen, wie 35S CAMV (Franck et al., Cell 21 (1980) 285-294), 
19S CaMV (siehe auch US 5352605 und WO 84/02913) Oder Fflanzenpromotoren, 
wie der in US 4,962,028 beschriebene der kleinen Untereinheit der Rubisco. 

Andere bevorzugte Sequenzen fur die Verwendung zur funktionsfahigen Verbindung in 
15 Pflanzengenexpressions-Kassetten sind Targeting-Sequenzen, die zur Steuerung des 
Genproduktes in sein entsprechendes Zellkompartiment notwendig sind (siehe eine 
Ubersicht in Kermode, Crit. Rev. Plant Sci. 15, 4 (1996) 285-423 und darin zitierte 
Literaturstellen), beispielsweise in die Vakuole, den Zellkern, alle Arten von Plastiden, 
wie Amyloplasten, Chloroplasten, Chromoplasten, den extrazellularen Raum, die Mito- 
20 chondrien, das Endoplasmatische Retikulum, Olkorper, Peroxisomen und andere 
Kompartimente von Pflanzenzellen. 

Die Pflanzengenexpression lasst sich auch wie oben beschrieben uber einen chemisch 
induzierbaren Promotor erleichtern (siehe eine Ubersicht in Gatz 1997, Annu. Rev. 
Plant Physiol. Plant Mol. Biol., 48:89-108). Chemisch induzierbare Promotoren eignen 
25 sich besonders, wenn gewiinscht wird, dass die Genexpression auf zeitspezifische 
Weise erfolgt. Beispiele fur solche Promotoren sind ein Salicylsaure-induzierbarer 
Promotor (WO 95/19443), eih Tetracyclin-induzierbarer Promotor (Gatz et al. (1992) 
Plant J. 2, 397-404) und ein Ethanol-induzierbarer Promotor. 

Auch Promotoren, die auf biotische Oder abiotische Stressbedingungen reagieren, sind 
30 geeignete Promotoren, beispielsweise der pathogeninduzierte PRP1-Gen-Promotor 
(Ward et al., Plant. Mol. Biol. 22 (1993) 361-366), der hitzeinduzierbare hsp80- 
Promotor aus Tomate (US 5,187,267), der kalteinduzierbare Alphaamylase-Promotor 
aus Kartoffel (WO 96/12814) Oder der durch Wunden induzierbare pinll-Promotor 
(EP-A-0 375 091). 

35 Es sind insbesondere solche Promotoren bevorzugt, welche die Genexpression in 
Geweben und Organen herbeifuhren, in denen die Fettsaure-, Lipid- und Olbio- 
synthese stattfindet, in Samenzellen, wie den Zellen des Endosperms und des sich 
entwickelnden Embryos. Geeignete Promotoren sind der Napjngen-Promotor aus 
Raps (US 5,608,152), der USP-Promotor aus Vicia faba (Baeumlein et al., Mol Gen 

40 Genet, 1 991 , 225 (3):459-67), der Oleosin-Promotor aus Arabidopsis (WO 98/45461 ), 
der Phaseolin-Promotor aus Phaseolus vulgaris (US 5,504,200), der Bce4-Promotor 
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aus Brassica (WO 91/13980) Oder der Legumin-B4-Promotor (LeB4; Baeumlein et al„ 
1992, Plant Journal, 2 (2):233-9) sowie Promotoren, welche die samenspezifische 
Expression in Monokotyledonen-Pflanzen, wie Mais, Gerste, Weizen, Roggen, Reis 
usw. herbeifuhren. Geeignete beachtenswerte Promotoren sind der Ipt2- Oder Ipt1- 
5 Gen-Promotor aus Gerste (WO 95/1 5389 und WO 95/23230) Oder die in WO 99/1 6890 
beschriebenen (Promotoren aus dem Gersten-Hordein-Gen, dem Reis-Giutelin-Gen, 
dem Reis-Oryzin-Gen, dem Reis-Prolamin-Gen, dem Weizen-Gliadin-Gen, Weizen- 
Glutelin-Gen, dem Mais-Zein-Gen, dem Hafer-Glutelin-Gen, dem Sorghum-Kasirin- 
Gen, dem Roggen-Secalin-Gen). 

10 Insbesondere kann die multiparallele Expression der im Verfahren verwendeten Lyso- 
phosphatidsaure Acyltransferasen, Glycerin-3-phosphat Acyltransferasen, Diacyl- 
glycerin Acyltransferasen oder Lecithin Cholesterin Acyltransferasen allein Oder in 
Kombination mit Acyl-CoA:Lysophospholipid-Acyltransferasen, Desaturasen und/oder 
Elongasen gewunscht sein. Die Einf Qhrung solcher Expressionskassetten kann uber 

15 eine simultane Transformation mehrerer einzelner Expressionskonstrukte erfolgen oder 
bevorzugt durch Kombination mehrerer Expressionskassetten auf einem Konstrukt. 
Auch konnen mehrere Vektoren mit jeweils mehreren Expressionskassetten trans- 
formiert und auf die Wirtszelle ubertragen werden. 

Ebenfalls besonders geeignet sind Promotoren, welche die plastidenspezifische 
20 Expression herbeifuhren, da Plastiden das Kompartiment sind, in dem die Vorlaufer 
sowie einige Endprodukte der Lipidbiosynthese synthetisiert werden. Geeignete 
Promotoren, wie der virale RNA-Polymerase-Promotor, sind beschrieben in 
WO 95/16783 und WO 97/06250, und der clpP-Promotor aus Arabidopsis, beschrieben 
in WO 99/46394. 

25 Vektor-DNA lasst sich in prokaryotische oder eukaryotische Zellen uber herkomm- 
liche Transformations- oder Transfektionstechniken einbringen. Die Begriffe 'Trans- 
formation" und "Transfektion", Konjugation und Transduklion, wie hier verwendet, 
sollen eine Vielzahl von im Stand der Technik bekannten Verfahren zum Einbringen 
fremder Nukleinsaure (z.B. DNA) in eine Wirtszelle, einschlieBlich Calciumphosphat- 

30 oder Calciumchlorid-Coprazipitation, DEAE-Dextran-vermittelte Transfektion, Lipo- 
fektion, naturliche Kompetenz, chemisch vermittelter Transfer, Elektroporation oder 
Teilchenbeschuss, umfassen. Geeignete Verfahren zur Transformation Oder Trans- 
fektion von Wirtszellen, einschlieBlich Pflanzenzellen, lassen sich finden in Sambrook 
et al. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual., 2. Auf I., Cold Spring Harbor Labora- 

35 tory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989) und 

anderen Labor-HandbOchern, wie Methods in Molecular Biology, 1995, Bd. 44, Agro- 
bacterium protocols, Hrsgb: GarHand und Davey, Humana Press, Totowa, New Jersey. 

Wirtszellen, die im Prinzip zum Aufnehmen der erfindungsgemaBen Nukleinsaure, des 
erfindungsgemaBen Genproduktes Oder des erfindungsgemaBen Vektors geeignet 
40 sind, sind alle prokaryotischen oder eukaryotischen Organismen. Die vorteilhafter- 

weise verwendeten Wirtsorganismen sind Mikroorganismen, wie Pilze oder Hefen oder 
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Pflanzenzellen vorzugsweise Pflanzen Oder Teile davon. Pilze, Hefen Oder Pflanzen 
werden vorzugsweise verwendet, besonders bevorzugt Pflanzen, ganz besonders 
bevorzugt Pflanzen, wie Olfruchtpflanzen, die groBe Mengen an Lipidverbindungen 
enthalten, wie Raps, Nachtkerze, Hanf, Diestel, Erdnuss, Canola, Lein, Soja, Safflor, 
Sonnenblume, Borretsch, Oder Pflanzen, wie Mais, Weizen, Roggen, Hafer, Triticale, 
Reis, Gerste, Baumwolle, Maniok, Pfeffer, Tagetes, Solanaceen-Pflanzen, wie 
Kartoffel, Tabak, Aubergine und Tomate, Vicia-Arten, Erbse, Alfalfa, Buschpflanzen 
(Kaffee, Kakao, Tee), Salix-Arten, Baume (Olplame, Kokosnuss) sowie ausdauernde 
Graser und FutterfeldfrQchte. Besonders bevorzugte erfindungsgemaBe Pflanzen sind 
Olfruchtpflanzen, wie Soja, ErdnuB, Raps, Canola, Lein, Hanf, Nachtkerze, Sonnen- 
blume, Safflor, Baume (Olpalme, KokosnuB). 

Ein weiterer erfindungsgemaBer Gegenstand sind wie oben beschrieben isolierte 
Nukleinsauresequenzen, die fur Polypeptide mit Lysophosphatidsaure Acyltransferase- 
Aktivitat, Glycerin-3-phosphat Acyltransferase-Aktivitat, Diacylglycerin Acyltransferase- 
Aktivitat oder Lecithin Cholesterin Acyltransferase-Aktivitat codieren, wobei die 
durch die Nukleinsauresequenzen codierten Lysophosphatidsaure Acyltransferasen, 
Glycerin-3-phosphat Acyltransferasen, Diacylglycerin Acyltransferasen oder Lecithin 
Cholesterin Acyltransferasen spezifisch Ci8-, Car, Q22- oder C 24 -Fettsauren mit 
mindestens einer Doppelbindungen im Fettsauremolekul umsetzen. 

Vorteilhafte isolierte Nukleinsauresequenzen sind Sequenzen ausgewahlt aus der 
Gruppe: 

a) einer Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO: 1 , SEQ ID NO: 3, SEQ ID 
NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11 , SEQ ID 
NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18 Oder SEQ ID NO: 20 
dargestellten Sequenz, 

b) Nukleinsauresequenzen, die sich als Ergebnis des degenerierten genetischen 
Codes von der in SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, 
SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 1 1 , SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, 
SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18 oder SEQ ID NO: 20 enthaltenden codierenden 
Sequenz ableiten lassen, 

c) Derivate der in SEQ ID NO: 1 , SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, 
SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO' 14, 
SEQ ID NO: 1 6, SEQ ID NO: 1 8 Oder SEQ ID NO: 20 dargestellten Nuklein- 
sauresequenz, die fur Polypeptide mit der in SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5, 
SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 15, SEQ ID ' 
NO: 17, SEQ ID NO: 19 oder SEQ ID NO: 21 dargestellten Aminosauresequenz 
codieren und mindestens 40 % Homologie auf Aminosaureebene mit SEQ ID 
NO: 2, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID 
NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19 oder SEQ ID NO: 21 aufweisen und ei- 
ne Lysophosphatidsaure Acyltransferase-Aktivitat aufweisen. 
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Weitere vorteilhafte isolierte Nukleinsauresequenzen sind Sequenzen ausgewahlt aus 
der Gruppe: 

a) einer Nukleinsauresequenz mjt der in SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24 oder 
SEQ ID NO: 26 dargestellten Sequenz, 

5 b) Nukleinsauresequenzen, die sich als Ergebnis des degenerieiten genetischen 
Codes von der in SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24 oder SEQ ID NO: 26 ent- 
haltenden codierenden Sequenz ableiten lassen, 

c) Derivate der in SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24 oder SEQ ID NO: 26 darge- 
stellten Nukleinsauresequenz, die fur Polypeptide mit der in SEQ ID NO: 23, 
1 0 SEQ ID NO: 25 oder SEQ ID NO: 27 dargestellten Aminosauresequenz codieren 

und mindestens 40 % Homologie auf Aminosaureebene mit SEQ ID NO: 23, 
SEQ ID NO: 25 oder SEQ ID NO: 27 aufweisen und eine Glycerin-3-phosphat 
Acyltransferase-Aktivitat aufweisen. 

Weitere vorteilhafte isolierte Nukleinsauresequenzen sind Sequenzen ausgewahlt aus 
15 der Gruppe: 

a) einer Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30 oder 
SEQ ID NO: 32 dargestellten Sequenz, 

b) Nukleinsauresequenzen, die sich als Ergebnis des degenerierten genetischen 
Codes von der in SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30 Oder SEQ ID NO: 32 ent- 

20 haltenden codierenden Sequenz ableiten lassen 

c) Derivate der in SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30 Oder SEQ ID NO: 32 darge- 
stellten Nukleinsauresequenz, die fQr Polypeptide mit der in SEQ ID NO: 29, 
SEQ ID NO: 31 oder SEQ ID NO: 33 dargestellten Aminosauresequenz codieren 
und mindestens 40 % Homologie auf Aminosaureebene mit SEQ ID NO: 29, 

25 SEQ ID NO: 31 oder SEQ ID NO: 33 aufweisen und eine Diacylglycerin Acyl- 

transferase-Aktivitat aufweisen. 

Weitere vorteilhafte isolierte Nukleinsauresequenzen sind Sequenzen ausgewahlt aus 
der Gruppe: 

a) einer Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO: 34 oder SEQ ID NO: 36 
30 dargestellten Sequenz, 

b) Nukleinsauresequenzen, die sich als Ergebnis des degenerierten genetischen 
Codes von der in SEQ ID NO: 34 oder SEQ ID NO: 36 enthaltenden codierenden 
Sequenz ableiten lassen 



c) 

35 



Derivate der in SEQ ID NO: 34 oder SEQ ID NO: 36 dargestellten Nukleinsaure- 
sequenz, die fQr Polypeptide mit der in SEQ ID NO: 35 Oder SEQ ID NO: 37 dar- 
gestellten Aminosauresequenz codieren und mindestens 40 % Homologie auf 
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Aminosaureebene mit SEQ ID NO: 35 Oder SEQ ID NO: 37 aufweisen und eine 
Lecithin Cholesterin Acyltransferase-Aktivitat aufweisen. 

Die oben genannte erfindungsgemaBen Nukleinsauren stammen von Organismen, 
wie Tieren, Ciliaten, Pilzen, Pflanzen wie Algen Oder Dinoflagellaten, die PUFAs 
synthetisieren konnen. 

Der Begriff "Nukleinsaurefmolekul)", wie hier verwendet, umfasst in einer vorteilhaften 
Ausfuhrungsform zudem die am 3'- und am 5'-Ende des kodierenden Genbereichs 
gelegene untranslatierte Sequenz: mindestens 500, bevorzugt 200, besonders 
bevorzugt 100 Nukleotide der Sequenz stromaufwarts des 5'-Endes des kodierenden 
Bereichs und mindestens 100, bevorzugt 50, besonders bevorzugt 20 Nukleotide der 
Sequenz stromabwarts des 3'-Endes des kodierenden Genbereichs. Ein "isoliertes" 
Nukleinsauremolekul wird von anderen Nukleinsauremolekulen abgetrennt, die in 
der naturlichen Quelle der Nukleinsaure vorliegen. Eine "isolierte'' Nukleinsaure hat 
vorzugsweise keine Sequenzen, welche die Nukleinsaure in der genomischen DNA 
des Organismus, aus dem die Nukleinsaure stammt, naturlicherweise flankieren 
(z.B. Sequenzen, die sich an den 5'- und 3'-Enden der Nukleinsaure befinden). Bei 
verschiedenen Ausfuhrungsformen kann das isolierte Lysophosphatidsaxire Acyl- 
transferase-, Glycerin-3-phosphat Acyltransferase-, Diacylglycerin Acyltransferase- 
und/oder Lecithin Cholesterin AcyltransferasemolekQI zum Beispiel weniger als etwa 
5 kb, 4 kb, 3 kb, 2 kb, 1 kb, 0,5 kb Oder 0,1 kb an Nukleotidsequenzen enthalten, die 
natOrlicherweise das Nukleinsauremolekul in der genomischen DNA der Zelle, aus der 
die Nukleinsaure stammt flankieren. 

Die im Verfahren verwendeten Nukleinsauremolekule, z.B. ein Nukleinsauremolekul 
mit einer Nukleotidsequenz der SEQ ID NO: 1 , SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, 
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 1 1 , SEQ ID NO: 13, 
SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, 
SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32^ 
SEQ ID NO: 34 oder SEQ ID NO: 36 Oder eines Teils davon, kann unter Verwendung 
molekularbiologischer Standardtechniken und der hier bereitgestellten Sequenz- 
information isoliert werden. Auch kann mithilfe von Vergleichsalgorithmen beispiels- 
weise eine homologe Sequenz oder homologe, konservierte Sequenzbereiche auf 
DNA oder Aminosaureebene identifiziert werden. Diese konnen als Hybridisierungs- 
sonde sowie Standard-Hybridisierungstechniken (wie z.B. beschrieben in Sambrook 
et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2. Aufl., Cold Spring Harbor Labora- 
tory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989) zur Iso- 
lierung weiterer im Verfahren nutzlicher Nukleinsauresequenzen verwendet werden. 
Oberdies lasst sich ein Nukleinsauremolekul, umfassend eine vollstandige Sequenz 
der SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, 
SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, 
SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 26, 
SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32, SEQ iD NO: 34 Oder SEQ ID NO: 36 
oder einen Teil davon, durch Polymerasekettenreaktion isolieren, wobei Oligonukleo- 
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tidprimer, die auf der Basis dieser Sequenz Oder von Teilen davon, verwendet werden 
(z.B. kann ein Nukleinsauremoiekul, umfassend die vollstandigen Sequenz Oder einen 
Teil davon, durch Polymerasekettenreaktion unter Verwendung von Oligonukleotidpri- 
mern isoliert werden, die auf der Basis dieser gleichen Sequenz erstellt worden sind). 
5 2um Beispiel lasst sich mRNA aus Zellen isolieren (z.B. durch das Guanidiniumthio- 
cyanat-Brtraktionsverfahren von Chirgwin et al. (1979) Biochemistry 18:5294-5299) 
und cDMA mittels Reverser Transkriptase (z.B. Moloney-MLV-Reverse-Transkriptase, 
erhaltlich von Gibco/BRL, Bethesda, MD, oder AMV-Reverse-Transkriptase, erhaltlich 
von Seikagaku America, Inc., St.Petersburg, FL) herstellen. Synthetische Oligonukleo- 

1 0 tidprimer zur Amplif izierung mittels Polymerasekettenreaktion lassen sich auf der 
Basis einer der in SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, 
SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, 
SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, 
SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34 

1 5 Oder SEQ ID NO: 36 gezeigten Sequenzen oder mithilfe der in SEQ ID NO: 2, 
SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 15, 
SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 25, 
SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 35 
oder SEQ ID NO: 37 dargestellten Aminosauresequenzen erstellen. Eine erfindungs- 

20 gemaBe Nukleinsaure kann unter Verwendung von cDNA oder alternativ von geno- 
mischer DNA als Matrize und geeigneten Oligonukleotidprimern gemaB Standard- 
PCR-Amplifikationstechniken amplifiziert werden. Die so amplifizierte Nukleinsaure 
kann in einen geeigneten Vektor kloniert werden und mittels DNA-Sequenzanalyse 
charakterisiert werden. Oligonukleotide, die einer Desaturase-Nukleotidsequenz 

25 entsprechen, konnen durch Standard-Syntheseverfahren, beispielsweise mit einem 
automatischen DNA-Synthesegerat, hergestellt werden. 

Homologe der verwendeten Lysophosphatidsaure Acyltransferase-, Glycerin-3-phos- 
phat Acyltransferase-, Diacylglycerin Acyltransferase- oder Lecithin Cholesterin Acyl- 
transferase-Nukleinsauresequenzen mit der Sequenz SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, 

30 SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, 

SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, 
SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30, 
SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34 Oder SEQ ID NO: 36 bedeutet beispielsweise alle- 
lische Varianten mit mindestens etwa 40 bis 60 %, vorzugsweise mindestens etwa 

35 60 bis 70 %, starker bevorzugt mindestens etwa 70 bis 80 %, 80 bis 90 % oder 90 

bis 95 % und noch starker bevorzugt mindestens etwa 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % 
Oder mehr Homologie zu einer in SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, 
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, 
SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, 

40 SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32, 
SEQ ID NO: 34 oder SEQ ID NO: 36 gezeigten Nukleotidsequenzen oder ihren 
Homologen, Derivaten oder Analoga oder Teilen davon. Weiterhin sind isoiierte 
NukleinsauremolekQIe einer Nukleotidsequenz, die an eine der in SEQ ID NO: 1 , 
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SE- 
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SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, 
SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28, 
SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34 Oder SEQ ID NO: 36 gezeigten 
Nukleotidsequenzen oder einen Teil davon hybridisieren, z.B. unter strlngenten 
5 Bedingungen hybridisiert. Allelische Varianten umfassen insbesondere f unktionelle 
Varianten, die sich durch Deletion, Insertion oder Substitution von Nukleotiden aus/in 
der in SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, 
SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, 
SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 26, 

10 SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34 oder SEQ ID NO: 36 
dargestellten Sequenz erhalten lassen, wobei aber die Absicht ist, dass die Enzym- 
aktivitat der davon herruhrenden synthetisierten Proteine fiir die Insertion eines oder 
mehrerer Gene vorteilhafterweise beibehalten wird. Proteine, die noch die enzymati- 
sche Aktivitat der Lysophosphatidsaure Acyltransferase, Glycerin-3-phosphat Acyl- 

15 transferase, Diacylglycerin Acyltransferase oder Lecithin Cholesterin Acyltransferase 
besitzen, das heiBt deren Aktivitat im wesentlichen nicht reduziert ist, bedeutet 
Proteine mit mindestens 10 %, vorzugsweise 20 %, besonders bevorzugt 30 %, ganz 
besonders bevorzugt 40 % der ursprfinglichen Enzymaktivitat, verglichen mit dem 
durch SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, 

20 SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 1 1 , SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, 
SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 26, 
SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34 Oder SEQ ID NO: 36 
kodierten Protein. 

Homologen der SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, 
25 SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 1 1, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, 
SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, 
SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34 
Oder SEQ ID NO: 36 bedeuten beispielsweise auch bakterielle, Pilz- und Pflanzen- 
homologen, verkurzte Sequenzen, einzelstrangige DNA oder RNA der kodierenden 
30 und nicht-kodierenden DNA-Sequenz. 

Homologen der SEQ ID NO: 1 , SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, 
SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 1 1, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, 
SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, 
SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34 

35 oder SEQ ID NO: 36 bedeutet auch Derivate, wie beispielsweise Promotorvarianten. 
Die Promotoren stromaufwarts der angegebenen Nukleotidsequenzen konnen durch 
einen oder mehrere Nukleotidaustausche, durch Insertion(en) und/oder Deletion(en) 
modifiziert werden, ohne dass jedoch die Funktionalitat oder Aktivitat der Promotoren 
gestart wird. Es ist weiterhin moglich, dass die Aktivitat der Promotoren durch Modi- 

40 fikation ihrer Sequenz erhoht ist oder dass sie vollstandig durch aktivere Promotoren, 
sogar aus heterologen Organismen, ersetzt werden. 
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Die vorgenannten Nukleinsauren und Proteinmolekule mit Lysophosphatidsaure 
Acyltransferase-Aktivitat, Glycerin-3-phosphat Acyltransferase-Aktivitat, Diacylglycerin 
Acyltransferase-Aktivitat Oder Lecithin Cholesterin Acyltransferase-Aktivitat, die am 
Stoffwechsel von Upiden und Fettsauren, PUFA-Cofaktoren und Enzymen oder 
5 am Transport lipophiler Verbindungen uber Membranen beteiligt sind, werden im 
erfindungsgemaBen Verfahren zur Modulation der Produktion von PUFAs in trans- 
genen Organismen vorteilhaft in Pflanzen, wie Mais, Weizen, Roggen, Hafer, Triticale, 
Reis, Gerste, Sojabohne, Erdnuss, Baumwolle, Linum Arten wie Ol- oder Faserlein, 
Brassica-Arten, wie Raps, Canola und Rubsen, Pfeffer, Sonnenblume, Borretsch, 

1 0 Nachtkerze und Tagetes, Solanacaen-Pflanzen, wie Kartoffel, Tabak, Aubergine und 
Tomate, Vicia-Arten, Erbse, Maniok, Alfalfa, Buschpflanzen (Kaffee, Kakao, Tee), 
Salix-Arten, Baume (Olpalme, Kokosnuss) und ausdauernden Grasem und Futterfeld- 
friichten, entweder direkt (z.B. wenn die Uberexpression oder Optimierung eines 
Fettsaurebiosynthese-Proteins einen direkten Einfluss auf die Ausbeute, Produktion 

1 5 und/oder Effizienz der Produktion der Fettsaure aus modif izierten Organismen hat) 
verwendet und/oder konnen eine indirekt Auswirkung haben, die dennoch zu einer 
Steigerung der Ausbeute, Produktion und/oder Effizienz der Produktion der PUFAs 
oder einer Abnahme unerwunschter Verbindungen fuhrt (z.B. wenn die Modulation 
des Stoffwechsels von Lipiden und Fettsauren, Cofaktoren und Enzymen zu Ver- 

20 anderungen der Ausbeute, Produktion und/oder Effizienz der Produktion oder der 
Zusammensetzung der gewiinschten Verbindungen innerhalb der Zellen fuhrt, was 
wiederum die Produktion einer oder mehrerer Fettsauren beeinflussen kann). 

Die Kombination verschiedener Vorlaufermolekule und Biosyntheseenzyme fQhrt zur 
Herstellung verschiedener FettsauremolekQIe, was eine entscheidende Auswirkung auf 
25 die Zusammensetzung der Lipide hat. Da mehrfach ungesattigte Fettsauren (= PUFAs) 
nicht nur einfach in Triacylglycerin sondern auch in Membranlipide eingebaut werden. 

Die Lipidsynthese lasst sich in zwei Abschnitte unterteilen: die Synthese von Fett- 
sauren und ihre Bindung an sn-Glycerin-3-Phosphat sowie die Addition oder Modi- 
fikation einer polaren Kopfgruppe. Obliche Lipide, die in Membranen verwendet 

30 werden, umfassen Phospholipide, Glycolipide, Sphingolipide und Phosphoglyceride. 
Die Fettsauresynthese beginnt mit der Umwandlung von Acetyl-CoA in Malonyl-CoA 
durch die Acetyl-CoA-Carboxylase oder in Acetyl-ACP durch die Acetyltransacylase. 
Nach einer Kondensationsreaktion bilden diese beiden Produktmolekule zusammen 
Acetoacetyl-ACP, das Qber eine Reihe von Kondensations-, Reduktions- und Dehydra- 

35 tisierungsreaktionen umgewandelt wird, so dass ein gesattigtes Fettsauremolekul mit 
der gewQnschten Kettenlange erhaiten wird. Die Produktion der ungesattigten Fett- 
sauren aus diesen MolekQIen wird durch spezifische Desaturasen katalysiert, und zwar 
entweder aerob mittels molekularem Sauerstoff oder anaerob (bezQglich der Fettsaure- 
synthese in Mikroorganismen siehe F.C. Neidhardt et al. (1996) E. coli und Salmonella. 

40 ASM Press: Washington, D.C., S. 612-636 und darin enthaltene Literaturstellen; 
Lengeler et al. (Hrsgb.) (1999) Biology of Procaryotes. Thieme: Stuttgart, New York, 
und die enthaltene Literaturstellen, sowie Magnuson, K., et al. (1993) Microbiological 
Reviews 57:522-542 und die enthaltenen Literaturstellen). Die so hergestellten an 
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Phospholipide gebundenen Fettsauren mussen anschlieBend wieder fur die weitere 
Elongationen aus den Phosphoiipiden in den FettsaureCoA-Ester-Pool uberfuhrt 
werden. Dies ermoglichen Acyl-CoA:Lysophospholipid-Acyltransferasen. Weiterhin 
konnen diese Enzyme die elongierten Fettsauren wieder von den CoA-Estern auf die 
5 Phospholipide Qbertragen. Diese Reaktionsabfolge kann gegebenenfalls mehrfach 
durchlaufen werden. 

Vorlauferfur die PUFA-Biosynthese sind beispielsweise Olsaure, Linol- und Linolen- 
saure. Diese Ci 8 -Kohlenstoff-Fettsauren mussen auf C 20 und C22 verlangert werden, 
damit Fettsauren vom Eicosa- und Docosa-Kettentyp erhalten werden. Mithilfe der im 

1 0 Verfahren verwendeten Lysophosphatidsaure Acyltransferasen, Glycerin-3-phosphat 
Acyltransferasen, Diacylglycerin Acyltransferasen, Lecithin Cholesterin Acyltrans- 
ferasen, vorteilhaft in Kombination mit Acyl-CoA:Lysophospholipid-Acyltransferasen, 
Desaturasen wie der A-4-, A-5-, A-6- und A-8-Desaturasen und/oder der A-5-, A-6-, A- 
9-Elongase konnen Arachidonsaure, Eicosapentaensaure, Docosapentaensaure Oder 

15 Docosahexaensaure sowie verschiedene andere langkettige PUFAs erhalten, extra- 
hiert und fur verschiedene Zwecke bei Nahrungsmittel-, Futter-, Kosmetik- Oder 
pharmazeutischen Anwendungen verwendet werden. Mit den genannten Enzymen 
konnen vorzugsweise C 18 -, C 20 -, C22- und/oder C 24 -Fettsauren mit mindestens zwei 
vorteilhaft mindestens drei, vier, funf oder sechs Doppelbindungen im Fettsauremole- 

20 kul, vorzugsweise zu C 20 -, und/oder C 24 -Fettsauren mit vorteilhaft drei, vier oder 
funf Doppelbindungen im Fettsauremolekul hergestellt werden. Die Desaturierung kann 
vor oder nach Elongation der entsprechenden Fettsaure erfolgen. Daher fuhren die 
Produkte der Desaturaseaktivitaten und der moglichen weiteren Desaturierung und 
Elongation zu bevorzugten PUFAs mit hoherem Desaturierungsgrad, einschlieBlich 

25 einer weiteren Elongation von C 20 zu C^-Fettsauren.zu Fettsauren wie y-Linolensaure, 
Dihomo-y-linolensaure, Arachidonsaure, Stearidonsaure, Eicosatetraensaure oder 
Eicosapentaensaure. Substrate der Lysophosphatidsaure Acyltransferasen, GIycerin-3- 
phosphat Acyltransferasen, Diacylglycerin Acyltransferasen oder Lecithin Cholesterin 
Acyltransferasen im erfindungsgemaBen Verfahren sind C 1tr , C 20 - oder C^-Fettsauren 

30 wie zum Beispiel Linolsaure, y-Unolensaure, a-Linolensaure, Dihomo-y-Hnolensaure, 
Eicosatetraensaure oder Stearidonsaure. Bevorzugte Substrate sind Linolsaure, 
Y-Linolensaure und/oder a-Linolensaure, Dihomo-y-linolensaure bzw. Arachidonsaure, 
Eicosatetraensaure oder Eicosapentaensaure. Die C 18 -, C 20 - oder C^-Fettsauren mit 
mindestens zwei Doppelbindungen in der Fettsaure fallen im erfindungsgemaBen Ver- 

35 fahren in Form der freien Fettsaure oder in Form ihrer Ester beispielsweise in Form 
ihrer Glyceride an. 

Unter dem Begriff "Glycerid" wird ein mit ein, zwei oder drei Carbonsaureresten 
verestertes Glycerin verstanden (Mono-, Di- oder Triglycerid). Unter "Glycerid" wird 
auch ein Gemisch an verschiedenen Glyceriden verstanden. Das Glycerid oder das 
40 Gylceridgemisch kann weitere Zusatze, z.B. freie Fettsauren, Antioxidantien, Proteine, 
Kohlenhydrate, Vitamine und/oder andere Substanzen enthalten. 
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Unter einem "Glycerid" im Sinne des erfindungsgemaBen Verfahrens werden ferner 
vom Glycerin abgeleitete Derivate verstanden. Dazu zahlen neben den oben beschrie- 
benen Fettsaureglyceriden auch Glycerophospholipide und Glyceroglycolipide. Bevor- 
zugt seien hierdie Glycerophospholipide wie Lecithin (Phosphatidylcholin), Cardiolipin, 
5 Phosphatidylglycerin, Phosphatidylserin und Alkylacylglycerophospholipide beispielhaft 
genannt. 

Ferner mussen Fettsauren anschlieBend an verschiedene Modifikationsorte trans- 
portiert und in das Triacylglycerin-Speicherlipid eingebaut werden. Ein weiterer 
wichtiger Schritt bei der Lipidsynthese ist der Transfer von Fettsauren auf die polaren 
1 0 Kopfgruppen, beispielsweise durch Glycerin-Fettsaure-Acyltransferase (s. Frentzen, 
1998, Lipid, 100(4-5):161-166). 

Veroffentlichungen uber die Pflanzen-Fettsaurebiosynthese, Desaturierung, den 
Lipidstoffwechsel und Membrantransport von fetthaltigen Verbindungen, die Beta- 
oxidation, Fettsauremodifikation und Cofaktoren, Triacylglycerin-Speicherung und 

1 5 -Assemblierung einschlieBlich der Literaturstellen darin siehe in den folgenden Artikeln: 
Kinney, 1997, Genetic Engeneering, Hrsgb.: JKSetlow, 19:149-166; Ohlrogge und 
Browse, 1995, Plant Cell 7:957-970; Shanklin und Cahoon, 1998, Annu. Rev. Plant 
Physiol. Plant Mol. Biol. 49:611-641; Voelker, 1996, Genetic Engeneering, Hrsgb.: 
JK Setlow, 18:111-13; Gerhardt, 1992, Prog. Lipid R. 31:397-417; GOhnemann-Schafer 

20 & Kindl, 1995, Biochim. Biophys Acta 1256:181-186; Kunau et al., 1995, Prog. Upid 
Res. 34:267-342; Stymne et al., 1993, in: Biochemistry and Molecular Biology of 
Membrane and Storage Lipids of Plants, Hrsgb.: Murata und Somerville, Rockville, 
American Society of Plant Physiologists, 150-158, Murphy & Ross 1998, Plant Journal. 
13(1):1-16. 

25 Die im Verfahren hergestellten PUFAs, umfassen eine Gruppe von Molekulen, die 
hohere Tiere nicht mehr synthetisieren konnen und somit aufnehmen mussen Oder 
die h6here Tiere nicht mehr ausreichend selbst herstellen k6nnen und somit zusatz- 
lich aufnehmen mussen, obwohl sie leicht von anderen Organismen, wie Bakterien, 
synthetisiert werden, beispielsweise konnen Katzen Arachidonsaure nicht mehr 

30 synthetisieren. 

Der Begriff "Lysophosphatidsaure Acyltransferase, Glycerin-3-phosphat Acyltrans- 
ferase, Diacylglycerin Acyltransferase Oder Lecithin Cholesterin Acyltransferase" im 
Sinne der Erfindung umfasst Proteine, die an der Biosynthese von Fettsauren beteiligt 
sind, sowie ihre Homologen, Derivaten oder Analoga. Unter Phospholipiden im Sinne 

35 der Erfindung sind zu verstehen Phosphatidylcholin, Phosphatidylethanolamin, Phos- 
phatidylserin, Phosphatidylglycerin, und/oder Phosphatidylinositol vorteilhafterweise 
Phosphatidylcholin. Die Begriffe Lysophosphatidsaure Acyltransferase-, Glycerin-3- 
phosphat Acyltransferase-, Diacylglycerin Acyltransferase- Oder Lecithin Cholesterin 
Acyltransferase-Nukleinsauresequenz(en) umfassen Nukleinsauresequenzen, die eine 

40 Lysophosphatidsaure Acyltransferase, Glycerin-3-phosphat Acyltransferase, Diacyl- 
glycerin Acyltransferase Oder Lecithin Cholesterin Acyltransferase kodieren und bei 
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denen ein Teil eine kodierende Region und ebenfalls entsprechende 5'- und 3- 
untranslatierte Sequenzbereiche sein konnen. Die Begriffe Produktion Oder Produktivi- 
tat sind im Fachgebiet bekannt und beinhalten die Konzentration des Fermentations- 
produktes (Verbindungen der Formel I), das in einer bestimmten Zeitspanne und einem 
5 bestimmten Fermentationsvolumen gebildet wird (z.B. kg Produkt pro Stunde pro 
Liter). Der Begriff Effizienz der Produktion umfasst die Zeit, die zur Erzielung einer 
bestimmten Produktionsmenge notig ist (z.B. wie lange die Zelle zur Aufrichtung einer 
bestimmten Durchsatzrate einer Feinchemikalie benotigt). Der Begriff Ausbeute Oder 
Produlct/Kohlenstoff-Ausbeute ist im Fachgebiet bekannt und umfasst die Effizienz 

10 der Umwandlung der Kohlenstoffquelle in das Produkt (d.h. die Feinchemikalie). Dies 
wird gewohnlich beispielsweise ausgedruckt als kg Produkt pro kg Kohlenstoffquelle. 
Durch Erhohen der Ausbeute Oder Produktion der Verbindung wird die Menge der 
gewonnenen Molekule Oder der geeigneten gewonnenen Molekule dieser Verbindung 
in einer bestimmten Kulturmenge uber einen festgelegten Zeitraum erhdht. Die Begriffe 

15 Biosynthese oder Biosyntheseweg sind im Fachgebiet bekannt und umfassen die 
Synthese einer Verbindung, vorzugsweise einer organischen Verbindung, durch eine 
Zelle aus Zwischenverbindungen, beispielsweise in einem Mehrschritt- und stark 
regulierten Prozess. Die Begriffe Abbau Oder Abbauweg sind im Fachgebiet bekannt 
und umfassen die Spaltung einer Verbindung, vorzugsweise einer organischen 

20 Verbindung, durch eine Zelle in Abbauprodukte (allgemeiner gesagt, kleinere oder 

weniger komplexe Molekule) beispielsweise in einem Mehrschritt- und stark regulierten 
Prozess. Der Begriff Stoffwechsel ist im Fachgebiet bekannt und umfasst die Gesamt- 
heit der biochemischen Reaktionen, die in einem Organismus stattfinden. Der Stoff- 
wechsel einer bestimmten Verbindung (z.B. der Stoffwechsel einer Fettsaure) umfasst 

25 dann die Gesamthe'rt der Biosynthese-, Modifikations- und Abbauwege dieser Ver- 
bindung in der Zelle, die diese Verbindung betreffen. 

Bei einer weiteren Ausfuhrungsform kodieren Derivate des erfindungsgemaBen 
Nukleinsauremolekuls wieder gegeben in SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID 
NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, 

30 SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, 
SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32, 
SEQ ID NO: 34 oder SEQ ID NO: 36 Proteine mit mindestens 40 %, vorteilhaft etwa 
50 bis 60 %, vorzugsweise mindestens etwa 60 bis 70 % und starker bevorzugt 
mindestens etwa 70 bis 80 %, 80 bis 90 %, 90 bis 95 % und am starksten bevorzugt 

35 mindestens etwa 96 %, 97 %, 98 %, 99 % oder mehr Homologie (= Identitat) zu einer 
vollstandigen Aminosauresequenz der SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 8, 
SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19, 
SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 29, 
SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 35 oder SEQ ID NO: 37. Die Homologie 

40 wurde uber den gesamten Aminosaure- bzw. Nukleinsauresequenzbereich berechnet. 
Fur die Sequenzvergleiche wurde das Programm PileUp verwendet (J. Mol. Evolution., 
25, 351-360, 1 987, Higgins et al. s CABIOS, 5 1 989: 1 51-1 53) Oder die Programme 
Gap und BestFit [Needleman and Wunsch (J. Mol. Biol. 48; 443-453 (1970^ und Smith 
and Waterman (Adv. Appl. Math. 2; 482-489 (1981)], die im GCG Software-Packet 



WO 2004/087902 



PCT/EP2004/003224 



48 

[Genetics Computer Group, 575 Science Drive, Madison, Wisconsin, USA 53711 
(1991)] enthalten sind. Die oben in Prozent angegebenen Sequenzhomologiewerte 
wurden mit dem Programm BestRt uber den gesamten Sequenzbereich mit folgenden 
Einstellungen ermittelt: Gap Weight 8, Length Weight: 2. 

5 Die Erfindung umfasst zudem NukleinsauremolekQIe, die sich von einer der in SEQ ID 
NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, 
SEQ ID NO: 1 1 , SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, 
SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28, 
SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34 Oder SEQ ID NO: 36 gezeigten 

10 Nukleotidsequenzen (und Teilen davon) aufgrund des degenerierten genetischen 
Codes unterscheiden und som'rt die gleiche Lysophosphatidsaure Acyltransferase, 
Glycerin-3-phosphat Acyltransferase, Diacylglycerin Acyltransferase oder Lecithin 
Cholesterin Acyltransferase codieren wie diejenige, die von den in SEQ ID NO: 1 , 
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, 

15 SEQ ID NO: 1 1 , SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 1 8, 
SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28, 
SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34 Oder SEQ ID NO: 36 gezeigten 
Nukleotidsequenzen kodiert wird. 

Zusatzlich zu den in SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, 

20 SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 1 1, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, 
SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, 
SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34' 
Oder SEQ ID NO: 36 gezeigten Lysophosphatidsaure Acyltransferase-, Glycerin-3- 
phosphat Acyltransferase-, Diacylglycerin Acyltransferase- oder Lecithin Cholesterin 

25 Acyltransferase-Nukleotidsequenzen erkennt der Fachmann, dass DNA-Sequenz- 
polymorphismen, die zu Anderungen in den Aminosauresequenzen der Lysophos- 
phatidsaure Acyltransferase, Glycerin-3-phosphat Acyltransferase, Diacylglycerin 
Acyltransferase oder Lecithin Cholesterin Acyltransferase fuhren, innerhalb einer 
Population existieren konnen. Diese genetischen Polymorphismen im Lysophosphatid- 

30 saure Acyltransferase-, Glycerin-3-phosphat Acyltransferase-, Diacylglycerin Acyltrans- 
ferase- oder Lecithin Cholesterin Acyltransferase-Gen konnen zwischen Individuen 
innerhalb einer Population aufgrund von natCirlicher Variation existieren. Diese natur- 
lichen Varianten bewirken ublicherweise eine Varianz von 1 bis 5 % in der Nukleotid- 
sequenz des Lysophosphatidsaure Acyltransferase-, Glycerin-3-phosphat Acyltrans- 

35 ferase-, Diacylglycerin Acyltransferase- oder Lecithin Cholesterin Acyltransferase- 

Gens. Samtliche und alle dieser Nukleotidvariationen und daraus resultierende Amino- 
saurepolymorphismen in der Lysophosphatidsaure Acyltransferase, Glycerin-3-phos- 
phat Acyltransferase, Diacylglycerin Acyltransferase oder Lecithin Cholesterin Acyl- 
transferase, die das Ergebnis natQrlicher Variation sind und die funktionelle Aktivitat 

40 von nicht verandern, sollen im Umfang der Erfindung enthalten sein. 



i-ur das erfindungsgemaOe Verfahren vorteilhafte Nukleinsauremolekiile konnen 
auf der Grundlage ihrer Homologie zu den hier offenbarten Lysophosphatidsaure 
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Acyltransferase-, Glycerin-3-phosphat Acyltransferase-, Diacylglycerin Acyltrans 
ferase- Oder Lecithin Cholesterin Acyltransferase-Nukleinsauren unter Verwendung 
der Sequenzen oder eines Teils davon als Hybridisierungssonde gemaG Standard- 
Hybridisierungstechniken unter stringenten Hybridisierungsbedingungen isoliert 
5 werden. Dabei konnen beispielsweise isolierte Nukleinsauremolekiile verwendet 
werden, die mindestens 15 Wukleotide lang sind und unter stringenten Bedingungen 
mit dem NuldeinsauremolekGlen, die eine Nukleotidsequenz der SEQ ID NO: 1 , 
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID 
NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18 SEQ ID 

10 NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28, SEQ ID 

NO: 30, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34 oder SEQ ID NO: 36 umfassen, hybridisieren. 
Es kdnnen auch Nukleinsauren mindestens 25, 50, 100, 250 oder mehr Nukleotide 
verwendet werden. Der Begriff "hybridisiert unter stringenten Bedingungen", wie hier 
verwendet, soli Hybridisierungs- und Waschbedingungen beschreiben, unter denen 

1 5 Nukleotidsequenzen, die mindestens 60 % homolog zueinander sind, gewdhnlich 
aneinander hybridisiert bleiben. Die Bedingungen sind vorzugsweise derart, dass 
Sequenzen, die mindestens etwa 65 %, starker bevorzugt mindestens etwa 70 % und 
noch starker bevorzugt mindestens etwa 75 % oder starker zueinander homolog sind, 
gewohnlich aneinander hybridisiert bleiben. Diese stringenten Bedingungen sind dem 

20 Fachmann bekannt und lassen sich in Current Protocols in Molecular Biology, John 
Wiley & Sons, N. Y. (1989), 6.3.1-6.3.6., finden. Ein bevorzugtes, nicht einschranken- 
des Beispiel fur stringente Hybridisierungsbedingungen sind Hybridisierungen in 6 x 
Natriumchlorid/Natriumcitrat (sodium chloride/sodiumcitrate = SSC) bei etwa 45°C, 
gefolgt von einem oder mehreren Waschschritten in 0,2 x SSC, 0,1 % SDS bei 50 bis 

25 65°C. Dem Fachmann ist bekannt, dass diese Hybridisierungsbedingungen sich je 
nach dem Typ der Nukleinsaure und, wenn beispielsweise organische Ldsungsmittel 
vorliegen, hinsichtlich der Temperatur und der Konzentration des Puffers unter- 
scheiden. Die Temperatur unterscheidet sich beispielsweise unter "Standard- 
Hybridisierungsbedingungen" je nach dem Typ der Nukleinsaure zwischen 42°C und 

30 58°C in wassrigem Puffer mit einer Konzentration von 0,1 bis 5 x SSC (pH 7,2). Falls 
organisches Ldsungsmittel im obengenannten Puffer vorliegt, zum Beispiel 50 % 
Formamid, ist die Temperatur unter Standardbedingungen etwa 42°C. Vorzugsweise 
sind die Hybridisierungsbedingungen fur DNA:DNA-Hybride zum Beispiel 0,1 x SSC 
und 20°C bis 45°C, vorzugsweise zwischen 30°C und 45°C. Vorzugsweise sind die 

35 Hybridisierungsbedingungen fur DNA:RNA-Hybride zum Beispiel 0,1 x SSC und 30°C 
bis 55°C, vorzugsweise zwischen 45°C und 55°C. Die vorstehend genannten Hybridi- 
sierungstemperaturen sind beispielsweise fOr eine Nukleinsaure mit etwa 100 bp 
(= Basenpaare) Lange und einem G + C-Gehalt von 50 % in Abwesenheit von 
Formamid bestimmt Der Fachmann weiB, wie die erforderlichen Hybridisierungs- 

40 bedingungen anhand von Lehrbuchern, wie dem vorstehend erwahnten oder aus den 
folgenden Lehrbuchern Sambrook et al., "Molecular Cloning", Cold Spring Harbor 
Laboratory, 1989; Hames und Higgins (Hrsgb.) 1985, "Nucleic Acids Hybridization: 
A Practical Approach", IRL Press at Oxford University Press, Oxford; Brown (Hrsgb.) 
1991, "Essential Molecular Biology: A Practical Approach", IRL Press at Oxford 

45 University Press, Oxford, bestimmt werden konnen. 



WO 2004/087902 

PCI7EP2004/003224 

50 

Zur Bestimmung der prozentualen Homologie (= Idenfrtat) von zwei Aminosaure- 
sequenzen (z.B. einer der Sequenzen der SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5, SEQ ID 
NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID 
NO: 19, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 27, SEQ ID 
NO: 29, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 35 Oder SEQ ID NO: 37) 
Oder von zwel Nukleinsauren (z.B. SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO- 4 
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO" 13 ' 
SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO" 22 
SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO - 32 
SEQ ID NO: 34 oder SEQ ID NO: 36) werden die Sequenzen zum Zweck des opti- 
malen Vergleichs untereinander geschrieben (z.B. konnen LGcken in die Sequenz 
eines Proteins oder einer Nukleinsaure eingefugt werden, urn ein optimales Alignment 
mit dem anderen Protein oder der anderen Nukleinsaure zu erzeugen). Die Amino- 
saurereste oder Nukleotide an den entsprechenden Aminosaurepositionen oder 
Nukleotidpositionen werden dann verglichen. Wenn eine Position in einer Sequenz 
durch den gleichen Aminosaurerest oder das gleiche Nukleotid wie die entsprechende 
Stelle in der anderen Sequenz belegt wird, dann sind die Molekiile an dieser Position 
homolog (d.h. Aminosaure- oder Nukleinsaure-"Homologie", wie hier verwendet, 
entspricht Aminosaure- oder Nukleinsaure^ldentitat"). Die prozentuale Homologie 
zwischen den beiden Sequenzen 1st eine Funktion der Anzahl an identischen Posi- 
tioned die den Sequenzen gemeinsam sind (d.h. % Homologie = Anzahl der iden- 
tischen Positionen/Gesamtanzahl der Positionen x 100). Die Begriffe Homologie und 
Identitat sind damit als Synonym anzusehen. Die verwendeten Programme bzw. 
Algorithmen sind oben beschrieben. 

Ein isoliertes Nukleinsauremolekfll, das eine Lysophosphatidsaure Acyltransferase, 
Glycerin-3-phosphat Acyltransferase, Diacylglycerin Acyltransferase Oder Lecithin 
Cholesterin Acyltransferase kodiert, die zu einer Proteinsequenz der SEQ ID NO- 2 
SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO- 15 
SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO- 25 
SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 35 
oder SEQ ID NO: 37 homolog ist, kann durch Einbringen einer oder mehrerer Nukleo- 
tidsubstitutionen, -additionen oder -deletionen in eine Nukleotidsequenz der SEQ ID 
NO: 1 , SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO- 9 
SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO' 18 ' 
SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO- 28' 
SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34 oder SEQ ID NO: 36 erzeugt werden, 
so dass eine oder mehrere Aminosauresubstitutionen, -additionen oder -deletionen in 
das kodierte Protein eingebracht werden. Mutationen konnen in eine der Sequenzen 
der SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO- 7 
SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO- 16 
SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO" 26 
SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34 Oder SEQ ID NO: 36 
durch Standardtechniken, wie stellenspezifische Mutagenese und PCR-vermittelte 
Mutagenese, eingebracht werden. Vorzugsweise werden konservative Aminosaure- 
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substitutionen an einer Oder mehreren der vorhergesagten nicht-essentiellen Amino- 
saureresten hergestellt Bei einer "konservativen Aminosauresubstitution" wird der 
Aminosaurerest gegen einen Aminosaurerest mit einer ahnlichen Seitenkette ausge- 
tauscht. Im Fachgebiet sind Familien von Aminosaureresten mit ahnlichen Seitenketten 
5 definiert worden. Diese Familien umfassen Aminosauren mit basischen Seitenketten 
(z.B. Lysin, Arginin, Histidin), sauren Seitenketten (z.B. Asparaginsaure, Glutamin- 
saure), ungeladenen polaren Seitenketten (z.B. Glycin, Asparagin, Glutamin, Serin, 
Threonin, Tyrosin, Cystein), unpolaren Seitenketten, (z.B. Alanin, Valin, Leucin, 
Isoleucin, Prolin, Phenylalanin, Methionin, Tryptophan), beta-verzweigten Seitenketten 

10 (z.B. Threonin, Valin, Isoleucin) und aromatischen Seitenketten (z.B. Tyrosin, Phenyl- 
alanin, Tryptophan, Histidin). Ein vorhergesagter nicht-essentieller Aminosaurerest in 
einer Lysophosphatidsaure Acyltransferase, Glycerin-3-phosphat Acyltransferase, 
Diacylglycerin Acyltransferase Oder Lecithin Cholesterin Acyltransferase wird somit vor- 
zugsweise durch einen anderen Aminosaurerest aus der gleichen Seitenkettenfamilie 

15 ausgetauscht. Alternativ konnen bei einer anderen Ausfuhrungsform die Mutationen 
zufallsgemaB Qber die gesamte Oder einen Teil der Lysophosphatidsaure Acyltrans- 
ferase, Glycerin-3-phosphat Acyltransferase, Diacylglycerin Acyltransferase oder 
Lecithin Cholesterin Acyltransferase kodierenden Sequenz eingebracht werden, z.B. 
durch Sattigungsmutagenese, und die resultierenden Mutanten konnen nach der hier 

20 beschriebenen Lysophosphatidsaure Acyltransferase-, Glycerin-3-phosphat Acyltrans- 
ferase-, Diacylglycerin Acyltransferase- Oder Lecithin Cholesterin Acyltransferase- 
Aktivitat durchmustert werden, urn Mutanten zu identifizieren, die die Lysophosphatid- 
saure Acyltransferase-, Glycerin-3-phosphat Acyltransferase-, Diacylglycerin Acyltrans- 
ferase- oder Lecithin Cholesterin Acyltransferase-Aktivitat beibehalten haben. Nach der 

25 Mutagenese einer der Sequenzen der SEQ ID NO: 1 , SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, 
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 1 1 , SEQ ID NO: 13, 
SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, 
SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32, 
SEQ ID NO: 34 oder SEQ ID NO: 36 kann das kodierte Protein rekombinant expri- 

30 miert werden, und die Aktivitat des Proteins kann z.B. unter Verwendung der hier 
beschriebenen Tests bestimmt werden. 

Diese Erfindung wird durch die nachstehenden Beispiele weiter veranschaulicht, 
die nicht als beschrankend aufgefasst werden sollten. Der Inhalt samtlicher in dieser 
Patentanmeldung zitierten Literaturstellen, Patentanmeldungen, Patente und ver- 
35 offentlichten Patentanmeldungen ist hier durch Bezugnahme aufgenommen. 

Beispiele 

Beispiel 1 : Allgemeine Verfahren 

a) Allgemeine Klonierungsverfahren: 

Klonierungsverfahren, wie beispielsweise Restriktionsspaitungen, Agarosegeielektro- 
40 phorese, Reinigung von DNA-Fragmenten, Transfer von Nukleinsauren auf Nitro- 
cellulose- und Nylonmembranen, Verbindung von DNA-Fragmenten, Transformation 
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von Escherichia coli- und Hefe-Zellen, Anzucht von Bakterien und Sequenzanalyse 
rekombinanter DNA, wurden durchgefuhrt wie beschrieben in Sambrook et a!. (1989) 
(Cold Spring Harbor Laboratory Press: ISBN 0-87969-309-6) Oder Kaiser, Michaelis 
und Mitchell (1994) "Methods in Yeast Genetics" (Cold Spring Harbor Laboratory 
5 Press: ISBN 0-87969-451-3). 

b) Chemikalien 

Die verwendeten Chemikalien wurden, wenn im Text nicht anders angegeben, in 
p.A.-Qualitat von den Firmen Fluka (Neu-UIm), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), 
Serva (Heidelberg) und Sigma (Deisenhofen) bezogen. Losungen wurden unter 

10 Verwendung von reinem pyrogenfreiem Wasser, im nachstehenden Text als H 2 0 
bezeichnet, aus einer Milli-Q-Wassersystem-Wasserreinigungsanlage (Millipore, 
Eschborn) hergestelit. Restriktionsendonukleasen, DNA-modifizierende Enzyme 
und olekularbiologische Kits wurden bezogen von den Firmen AGS (Heidelberg), 
Amersham (Braunschweig), Biometra (Gottingen), Boehringer (Mannheim), Genomed 

15 (Bad Oeynhausen), New England Biolabs (Schwalbach/Taunus), Novagen (Madison, 
Wisconsin, USA), Perkin-Elmer (Weiterstadt), Pharmacia (Freiburg), Qiagen (Hilden) 
und Stratagene (Amsterdam, Niederlande). Wenn nicht anders angegeben, wurden 
sie ach den Anweisungen des Herstellers verwendet. 

c) Klonierung und Expression von Desaturasen und Elongasen 

20 Der Escherichia coli-Stamm XL1 Blue MRF kan (Stratagene) wurde zur Subklonierung 
der A-6-Desaturase aus Physcomitrella patens verwendet. Fur die funktionelle 
Expression dieses Gens wurde der Saccharomyces cerevisiae-Stamm INVSc 1 
(Invitrogen Co.) verwendet. E. coli wurde in Luria-Bertani-Bruhe (LB, Duchefa, 
Haarlem, Niederlande) bei 37°C kultiviert. Wenn notig, wurde Ampicillin (100 mg/Liter) 

25 zugegeben, und 1 ,5 % Agar (GewTVoI.) wurde fur teste LB-Medien hinzugefugt. 
S. erevisiae wurde bei 30°C entweder in YPG-Medium Oder in komplettem Minimal- 
edium ohne Uracil (CMdum; siehe in: Ausubel, F.M., Brent, R., Kingston, R.E., Moore, 
D.D., Seidman, J.G., Smith, J.A., Struhl, K., Albright, LB., Coen, D.M., und Varki, A. 
(1995) Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, New York) 

30 mit entweder 2 % (GewTVol.) Raffinose oder Glucose kultiviert. Fur teste Medien 
wurden 2 % (Gew.Afol.) Bacto™-Agar (Difco) hinzugefugt. Die zur Klonierung und 
Expression verwendeten Plasmide sind pUC18 (Pharmacia) und pYES2 (Invitrogen 
Co.). 

d) Klonierung und Expression PUFA-spezifischer Desaturasen und Elongasen 

35 Fur die Expression in Pflanzen wurden cDNA Klone aus SEQ ID NO: 46 (Physco- 
mitrella patens A-6-Desaturase), 48 (Physcomitrella patens A-6-Elongase) oder 
50 (Phaedactylum tricomutum A-5-Desaturase) so modifiziert, dass lediglich die 
Codierregion mittels Polymerase Kettenreaktion unter Zuhilfenahme zweier Oligo- 
nukleotide amplifiziert werden. Dabei wurde darauf geachtet, dass eine Konsensu- 

40 sequenz vor dem Startcodon zur effizienten Translation eingehalten wurde. Entweder 
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wurde hierzu die Basenfolge ATA Oder AAA gewahlt und vor das ATG in die Sequenz 
eingefQgt [Kozak, M. (1986) Point mutations define a sequence flanking the AUG 
initiator codon that modulates translation by eukaryotic ribosomes, Cell 44, 283-2929] 
Vor diesem Konsensustriplett wurde zusatzlich eine Restriktionsschnittstelie eingefuhrt 
die kompatibel sein muss zur Schnittstelle des Zielvektors, in den das Fragment 
kloniert werden soil und mit dessen Hilfe die Genexpression in Mikroorganismen oder 
Pflanzen erfolgen soil. 

Die PCR-Reaktion wurde mit Plasmid-DNA als Matrize in einem Thermocycler 
(Biometra) mit der Pfu-DNA-(Stratagene)Polymerase und dem folgenden Temperatur- 
programm durchgefQhrt: 3 min bei 96°C, gefolgt von 30 Zyklen mit 30 s bei 96°C 
30 s bei 55°C und 2 min bei 72°C, 1 Zyklus mit 10 min bei 72°C und Stop bei 4°C 
Die Anlagerungstemperatur wurde je nach gewahlten Oligonukleotiden variiert Pro 
Kilobasenpaare DNA ist von einer Synthesezeit von etwa einer Minute auszugehen 
Weitere Parameter, die Einfluss auf die PCR haben wie z.B. Mg-lonen, Salz, DNA 
Polymerase etc., sind dem Fachmann auf dem Gebiet gelaufig und konnen nach 
Bedarf variiert werden. 

Die korrekte Gr6Be des amplifizierten DNA-Fragments wurde mittels Agarose-TBE- 
Gelelektrophorese bestatigt. Die amplifizierte DNA wurde aus dem Gel mit dem 
QIAquick-Gelextraktionskit (QIAGEN) extrahiert und in die Smal-Restriktionsstelle des 
dephosphorylierten Vektors pUC18 unter Verwendung des Sure Clone Ligations Kit 
(Pharmacia) ligiert, wobei die pUC-Derivate erhalten wurden. Nach der Transformation 
von E. coli XL1 Blue MRF' kan wurde eine DNA-Minipraparation [Riggs, M.G & 
McUchlan, A. (1986) A simplified screening procedure for large numbers of plasmid 
mini-preparation. BioTechniques 4, 310-313] an ampicillinresistenten Transformanden 
durchgefuhrt, und positive Klone mittels BamHI-Restriktionsanalyse identifiziert 
Die Sequenz des klonierten PCR-Produktes wurde mittels Resequenzierung unter 
Verwendung des ABI PRISM Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction 
Kit (Perkin-Elmer, Weiterstadt) bestatigt. 

e) Transformation von Agrobacterium 

Die Agrobacterium-vermittelte Pflanzentransformation wurde, wenn nicht anders 
beschneben, wie von Deblaere et al. (1 984, Nucl. Acids Res. 13, 4777-4788) mit Hilfe 
eines Agrobacterium tumefaciens-Stamms durchgefuhrt. 

f) Pflanzentransformation 

Die Agrobacterium-vermittelte Pflanzentransformation wurde, wenn nicht anders 
beschrieben, unter Verwendung von Standard-Transformations- und Regenerations- 
techniken durchgefuhrt (Gelvin, Stanton B. ( Schilperoort, Robert A., Plant Molecular 
Biology Manual, 2. Auf I., Dordrecht: Kluwer Academic Publ., 1995, in Sect., Ringbuc 
Zentrale Signatur: BT11-P ISBN 0-7923-2731-4; Glick, Bernard R., Thompson, John 
E., Methods in Plant Molecular Biology and Biotechnology, Boca Raton: CRC Press 
1 993, 360 S., ISBN 0-8493-51 64-2). 
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Nach diesen kann beispielsweise Raps mittels Kotyledonen- oder Hypokotyltrans- 
formation transformiert werden (Moloney et al., Plant Cell 8 (1989) 238-242; De Block 
et al., Plant Physiol. 91 (1989) 694-701). Die Verwendung von Antibiotika fur die Agro- 
bacterium- und Pflanzenselektion hangt von dem fiir die Transformation verwendeten 
5 binaren Vektor und Agrobacterium-Stamm ab. Die Rapsselektion wird dabei gewShn- 
lich unter Verwendung von Kanamycin als selektierbarem Pf lanzenmarker durch- 
gefuhrt. 

Die Transformation von Soja kann unter Verwendung von beispielsweise einer in 
EP-A-0 0424 047 (Pioneer Hi-Bred International) oder in EP-A-0 0397 687, 
10 US 5,376,543, US 5, 1 69,770 (University Toledo) beschriebenen Technik durch- 
gefuhrt werden. 

Die Pflanzentransformation unter Verwendung von Teilchenbeschuss, Polyethylen- 
glycol-vermittelter DNA-Aufnahme oder uber die Siliziumcarbonatfaser-Technik ist 
beispielsweise beschrieben von Freeling und WalbotThe maize handbook" (1993) 
1 5 ISBN 3-540-97826-7, Springer Veriag New York). 

Der Agrobacterium-vermitterte Gentransfer in Lein (Linum usitatissimum) wurde, wenn 
nicht anders beschrieben, wie bei Mlynarova et al. [(1994) Plant Cell Report 13:282- 
285] beschriebenen Technik durchfuhrt. 

g) Plasmide fur die Pflanzentransformation 

20 Zur Pflanzentransformation wurden binare Vektoren auf Basis der Vektoren pBinAR 
(Hofgen und Willmitzer, Plant Science 66 (1990) 221-230) oder pGPTV (Becker et al 
1992, Plant Mol. Biol. 20:1195-1197) verwendet. Die Konstruktion der binaren Vek- 
toren, die die zu exprimierenden Nukleinsauren enthalten, erfolgt durch Ugation der 
cDNA in Sense-Orientierung in die T-DNA erfolgen. 5' der cDNA aktiviert ein Pflanzen- 

25 promotor die Transkription der cDNA. Eine Polyadenylierungssequenz bef indet sich 3' 
von der cDNA. Die binaren Vektoren konnen unterschiedliche Markergene tragen wie 
beispielsweise das Acetolactat Synthasegens (AHAS oder ALS) [Ott et al., J. Mol. Biol. 
1996, 263:359-360], das eine Resistenz gegen die Imidazolinone vermittelt oder das 
nptll-Markergen, das fur eine Kanamycin-Resistenz vermittelt durch Neomycinphos- 

30 photransferase codiert. 

Die gewebespezifische Expression der Nukleinsauren lasst sich unter Verwendung 
eines gewebespezifischen Promotors erzielen. Wenn nicht anders beschrieben wurde 
der LeB4- oder der USP-Promotor oder der Phaseolin-Promotor 5' der cDNA ein- 
kloniert wird. Als Terminatoren wurde der NOS-Terminator und der OCS-Terminator 
35 verwendet (siehe Figur 1). Figur 1 zeigt eine Vektorkarte des zur Expression ver- 
wendeten Vektor pSUN3Cel_PLAT. 

Auch jedes andere samenspezifische Promotorelement wie z.B. der Napin- oder 
Arcelin Promotor Goossens et al. 1999, Plant Phys. 120(4): 1095-1 103 und Gerhardt 
et al. 2000, Biochimica et Biophysica Acta 1 490(1 -2):87-98) kann verwendet werden. 
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Zur konstitutiven Expression in der ganzen Pflanzen lasst sich der CaMV-35S- 
Promotor Oder ein v-ATPase C1 Promotorverwenden. 

Die im Verfahren verwendeten Nukleinsauren, die fur die Acyl-CoA:Lysophospholipid- 
Acyltransferasen; Desaturasen Oder Elongasen codieren, wurden durch Konstruktion 
5 mehrerer Expressionskassetten hintereinander in einen binaren Velctor kloniert, urn 
den Stoffwechselweg in Pflanzen nachzubilden. 

Innerhalb einer Expressionskassette kann das zu exprimierende Protein unter Ver- 
wendung eines Signalpeptids, beispielsweise fur Plastiden, Mitochondrien oder 
das Endoplasmatische Retikulum, in ein zellulares Kompartiment dirigiert werden 
1 0 (Kermode, Crit. Rev. Plant Sci. 1 5, 4 (1 996) 285-423). Das Signalpeptid wird 5 5 im 
Leseraster mit der cDNA einkloniert, um die subzellulare Lokalisierung des Fusions- 
protein zu erreichen. 

Beispiele fur Multiexpressionskassetten wurden in DE 102 19 203 offenbart und sind 
im folgenden nochmals wiedergegeben. 

15 i.) Promotor-Terminator-Kassetten 

Expressionskassetten bestehen aus wenigstens zwei funktionellen Einheiten wie 
einem Promoter und einem Terminator. Zwischen Promotor und Terminator konnen 
weitere gewunschte Gensequenzen wie Targetting-Sequenzen, Codierregionen 
von Genen oder Teilen davon etc. eingefugt werden. Zum Aufbau der Expressions- 
20 kassetten wurden Promotoren und Terminatoren (USP Promotor: Baeumlein et al. v Mol 
Gen Genet, 1991, 225 (3):459-67); OCS Terminator: Gielen et al. EMBO J. 3 (1984) 
835ff .) mithiife der Polymerasekettenreaktion isoliert und mit flankierenden Sequenzen 
nach Wahl auf Basis von synthetischen Oligonukleotiden maBgeschneidert. 

Folgende Oligonukleotide konnen beispielsweise verwendet werden: 

25 USP1 vorne: 

- CCGGAATTCGGCGCGCCGAGCTCCTCGAGCAAATTTACACATTGCCA - 
USP2 vorne: 

- CCGGAATTCGGCGCGCCGAGCTCCTCGAGCAAATTTACACATTGCCA - 
USP3 vorne: 

30 - CCGGAATTCGGCGCGCCGAGCTCCTCGAGCAAATTTACACATTGCCA - 
USP1 hinten: 

- AAAACTGCAGGCGGCCGCCCACCGCGGTGGGCTGGCTATGAAGAAATT - 



USP2 hinten: 

- CGCGGATCCGCTGGCTATGAAGAAATT - 
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USP3 hinten: 

- TCCCCCGGGATCGATGCCGGCAGATCTGCTGGCTATGAAGAAATT - 
OCS1 vomer 

- AAAACTGCAGTCTAGAAGGCCTCCTGCTTTAATGAGATAT - 
5 OGS2 vorne: 

- CGCGGATCCGATATCGGGCCCGCTAGCGTTAACCCTGCTTTAATGAGATAT - 
OCS3 vorne: 

- TCCCCCGGGCCATGGCCTGCTTTAATGAGATAT - 
OCS1 hinten: 

1 0 - CCCAAGCTTGGCGCGCCGAGCTCGAATTCGTCGACGGACAATCAGTAAATTGA - 
OCS2 hinten: 

- CCCAAGCTTGGCGCGCCGAGCTCGAATTCGTCGACGGACAATCAGTAAATTGA - 
OCS3 hinten: 

- CCCAAGCTTGGCGCGCCGAGCTCGTCGACGGACAATCAGTAAATTGA - 

15 Die Methoden sind dem Fachmann auf dem Gebiet bekannt und sind allgemein 
literaturbekannt. 

In einem ersten Schritt wurden ein Promotor und ein Terminator Qber PCR amplifiziert. 
Dann wurde der Terminator in ein Empfangerplasmid kloniert und in einem zweiten 
Schritt der Promotor vor den Terminator inseriert. Dadurch wurde eine Expressions- 
20 kassette in das Basis-Plasmid cloniert. Auf Basis des Plamides pUC1 9 wurden so die 
Plasmide pUT1 , 2 und 3 erstellt. 

Die entsprechenden Konstrukte bzw. Plasmide sind in SEQ ID NO: 52, 53 und 54 
definiert. Sie enthalten den USP-Promotor und den OCS Terminator. Auf Basis dieser 
Plasmide wurde das Konstrukt pUT12 erstellt, indem pUT1 mittels Sail/Seal ge- 

25 schnitten wurde und pUT2 mittels Xhol/Scal geschnitten wurde. Die die Expressions- 
kassetten enthaltenden Fragmente wurden ligiert und in E. coli XL1 blue MRF trans- 
formiert. Es wurde nach Vereinzelung von ampicillinresistenten Kolonien DNA pra- 
pariert und per Restriktionsanalyse solche Klone identifiziert, die zwei Expressions- 
kassetten enthalten. Die Xhol/Sall Ligation kompatibler Enden hat dabei die beiden 

30 Schnittstellen Xhol und Sail zwischen den Expressionskassetten eleminiert Das 
resultierende Plasmid pUT12 wird in SEQ ID NO: 55 wiedergegeben. AnschlieBend 
wurde pUT12 wiederum mittels Sal/Seal geschnitten und pUT3 mittels Xhol/Scal 
geschnitten. Die die Expressionskassetten enthaltenden Fragmente wurden ligiert 
und in E. coli XLI blue MRF transformiert. Es wurde wieder nach Vereinzelung aus 

35 ampicillinresistenten Kolonien DNA prapariert und per Restriktionsanalyse solche 

Klone identifiziert, die drei Expressionskassetten enthalten. Auf diese Weise wurde ein 
Set von Multiexpressionskassetten geschaffen, dass fur die Insertion gewunschter 
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DNA genutzt werden kann und in Tabelle 1 beschrieben wird und zudem noch weitere 
Expressionskassetten aufnehmen kann. 

Diese enthalten folgende Elemente: 

Tabelle 1 



PUC19- 
Derivat 


Schnittstellen vor dem 
USP Promotor 


Multiple 
Klonierungs-Schnittstellen 


Schnittstellen hinter dem 
OCS-Tenninator 


PUT1 


EcoRI/AscI/ Sacl/Xhol 


BstXI/NotI/ Pstl/Xbal/StuI 


Sall/EcoRI/ SacI/AscI/ 
HindTTT 


PTJT2 


EcoRI/AscI/ SacI/XhoT 


odmni/jDCOiv v / /\pai/ IN nci/ rlpai 


aall/EcoRI/ SacI/AscI/ 
Hindm 


PUT3 


EcoRI/AscI/ SacX/XhoI 


BglU/Nael/ Clal/Smal/Ncol 


Sall/SacI/ Ascl/Hindm 


PUT12 
Doppel- 
expressions- 
kasette 


EcoRI/AscI/ Sacl/Xhol 


BstXI/NotI/ Pstl/Xbal/StuI 
Und 

BamHI/EcoRV/ Apal/Nhel/ Hpal 


Sall/EcoRI/ SacI/AscI/ 
Hindm 


PUT123 
Tripel- 
expressions- 
kassette 


EcoRI/AscI/ Sacl/Xhol 


1. BstXI/NotI/ Pstl/Xbal/StuI 
und 

2. BamHI/EcoRV/ Apal/Nhel/ Hpal 
und 

3. Bgin/Nael/ Clal/Smal/Ncol 


Sall/SacI/AscI/HindTn 



Weiterhin lassen sich wie beschrieben und wie In Tabelle 2 naher spezifiziert weitere 
Multiexpressionskassetten mithilfe des 

i) USP-Promotors Oder mithilfe des 

ii) 700 Basenpaare 3'-Fragmentes des LeB4-Promotors Oder mithilfe des 

10 iii) DC3-Promotors erzeugen und fur samenspezifische Genexpression einsetzen. 

Der DC3-Promotor ist beschrieben bei Thomas, Plant Cell 1996, 263:359-368 und 
besteht lediglich aus der Region -1 17 bis +26 weshalb er mithin einer der kleinsten 
bekannten samenspezifischen Promotoren darstellt. Die Expressionskassetten k6nnen 
mehrfach den selben Promotor enthalten oder aber uber drei verschiedene Promotoren 
1 5 aufgebaut werden. 

Vorteilhaft verwendete Polylinker- bzw. Polylinker-Terminator-Polylinker sind den 
Sequenzen SEQ ID NO: 60 bis 62 zu entnehmen. 
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Tabelle 2: Multiple Expressionskassetten 
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PlagmiHTiatTtft des 

pUC19-Derivates 


Schnittstellen vor rfpm 
jeweiligen Promotor 


iviuiupie 
Klonierangs-Schnittstellen 


oGonittsteiien n inter 
dem OCS-Terminator 


pUTl 

(pUC19 mit 
USP-OCS1) 


EcoRI/AscI/SacI/XhoI 


(1) BstXI/Notl/PstI/ Xbal/StuI 


Sall/EcoRI/SacI/AscI/ 


PDCT 

(pUC19mitDC3- 
OCS) 


EcoRI/AscFSacI/XhoI 


(2) BamHI/EcoRV/ Apal/Nhel/ 
Hpal 


Sall/EcoRI/SacI/AscI/ 
Hindm 


PleBT 

(pUC19-mit 

LeB4(700K»CS) 


EcoRI/AscI/SacI/XhoI 


(3) Bgin/Naeiy Clal/Smal/Ncol 


Sall/Sacl/Ascl/Hindm 




PUD12 

(pUC 19 mit mit 
USP-OCS1 und 
mitDC3-OCS) 


EcoRI/AscI/SacI/XhoI 


(1) BstXI/NotI/ Pstl/Xbal/StuI 
und 

(2) BamHI/EcoRV/ Apal/Nhel/ 
Hpal 


Sall/EcoRI/SacI/AscI/ 
Hindm 


PUDL123 
Triple expression 
cassette 
(pUC19mit 
USP/DC3 und 
LeB4-700) 


EcoRI/AscI/SacI/XhoI 


(1) BstXI/NotI/ Pstl/Xbal/StuI und 

(2) BaroHI/ (EcoRV VApal/Nhel/ 
Hpal und 

(3) BglH/Nael/ Clal/Smal/Ncol 


Sall/Sacl/Ascl/Hindm 



EcoRV Schnlttstelle schneidet im 700 Basenpaarfragment des LeB4 Promotors 
(LeB4-700) 

5 Analog lassen sich weitere Promotoren fur Multigenkonstrukte erzeugen insbesondere 
unter Verwendung des 

a) 2,7 kB Fragmentes des LeB4-Promotors Oder mithilfe des 

b) Phaseolin-Promotors Oder mithilfe des 

c) konstitutiven v-ATPase c1 -Promotors. 

10 Es kann insbesondere wunschenswert sein, weitere besonders geeignete Promotoren 
zum Aufbau samenspezifischer Multiexpressionskassetten wie z.B. den Napin- 
Promotor oder den Arcelin-5 Promotor zu verwenden. 

Weitere in Pflanzen nutzbare Vektoren mit einer bzw. zwei oder drei Promotor- 
Terminator-Expressionkassetten sind den Sequenzen SEQ ID NO: 63 bis 
1 5 SEQ ID NO: 68 zu entnehmen. 

ii.) Erstellung von Expressionskonstrukten, die Promotor, Terminator und ge- 

wOnschte Gensequenz zur PUFA Genexpression in pflanzlichen Expressions- 
kassetten enthalten. 
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In pUT1 23 wlrd zunachst Qber BstXI und Xbal die A-6-Elongase Pp_PSE1 in die 
erste Kassette inseriert. Dann wird die A-6-Desaturase aus Moos (Pp_des6) uber 
BamHI/Nael in die zweite Kassette inseriert und schlieBlich die A-5-Desaturase 
aus Phaeodactylum (Pt_des5) uber Bglll/Ncol in die dritte Kassette inseriert (siehe 
5 SEQ ID NO: 56). Das Dreifachkonstrukt erhalt den Namen pARA1 . Unter Beruck- 
sichtigung sequenzspezifischer Restriktionsschnittstellen konnen weitere Expressions- 
kassetten gemaB Tabelle 3 mit der Bezeichnung pARA2, pARA3 und pARA4 erstellt 
werden. 



Tabelle 3: Kombinationen von Desaturasen und Elongasen 



Gen 


A-6-Desaturase 


A-5-Desaturase 


A-6-Elongase 


Plasmid 






pARAl 


Pp_des6 


Pt des5 


PpJ>SEI 


pARA2 


Pt_des6 


Pt des5 


Pp PSE1 


pARA3 


Pt_des6 


Ce_des5 


PpJPSEl 


PARA4 


Ce_des6 


Ce_des5 


CeJPSEl 



10 

des5 = PUFA spezifische A-5-Desaturase 

des6 = PUFA spezifische A-6-Desaturase 

PSE = PUFA spezifische A-6-Elongase 

Pt_des5 = A-5-Desaturase aus Phaeodactylum tricornutum 
1 5 Pp_des6 Oder R_des6 = A-6-Desaturase aus Physcomitrella patens bzw. Phaeodac- 
tylum tricornutum 

Pp = Physcomitrella patens, Pt = Phaeodactylum tricornutum 

Pp_PSE1 = A-6-Elongase aus Physcomitrella patens 

Pt_PSE1 = A-6-Elongase aus Phaeodactylum tricornutum 
20 Ce_des5 = A-5-Desaturase aus Caenorhabditis elegans (Genbank Acc. Nr. AF078796) 

Ce_des6 = A-6-Desaturase aus Caenorhabditis elegans (Genbank Acc. Nr. AF031477, 
Basen 11-1342) 

Ce_PSE1 = A-6-Elongase aus Caenorhabditis elegans (Genbank Acc. Nr. AF244356, 
Basen 1-867) 

25 Auch weitere Desaturasen Oder Elongasegensequenzen konnen in Expressions- 
kassetten beschriebener Art inseriert werden wie z.B. Genbank Acc. Nr. AF231 981 , 
NM_01 3402, AF206662, AF268031 , AF226273, AF1 1 051 0 Oder AF1 1 0509. 

iii.) Transfer von Expressionskassetten in Vektoren zur Transformation von Agro- 
bakterium tumefaciens und zur Transformation von Pflanzen 

30 Die so erstellten Konstrukte wurden mittels AscI in den binaren Vektor pGPTV inseriert. 
Die multiple Klonierungssequenz wurde zu diesem Zweck urn eine AscI Schnittstelle 
erweitert. Zu diesem Zweck wurde der Polylinker als zwei doppelstrangige Oligo- 
nukleotide neu synthetisiert, wobei eine zusatzliche AscI DNA Sequenz eingefugt wird. 
Das Oligonukleotid wurde mittels EcoRI und Hindlll in den Vektor pGPTV inseriert. Die 
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notwendigen Kloniertechniken sind dem Fachmann bekannt und kdnnen einfach wie in 
Beispiel 1 beschrieben nachgelesen werden. 

Fur die im folgenden beschriebenen Versuche wurden als Nukleinsauresequenzen fur 
die A-5-Desaturase (SEQ ID NO: 50), die A-6-Desaturase (SEQ ID NO: 46) und die 
5 A-6-Elongase (SEQ ID NO: 48), die Sequenzen aus Physcomitrella patens und Phae- 
dactylum tricornutum verwendet. Die entsprechenden Aminosauresequenzen sind 
den Sequenzen SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 49 und SEQ ID NO: 51 zu entnehmen. 
Ein Vektor der alle vorgenannten Gene enthalt ist in SEQ ID NO: 56 wiedergegeben. 
Die korrespondierenden Aminosaurensequenzen der Gene sind SEQ ID NO: 57, 
10 SEQ ID NO: 58 und SEQ ID NO: 59 zu entnehmen. 

Beispiel 2: Klonierung und Charakterisierung der ceLPLATs (SEQ ID NO: 38 - 44) 

a) Datenbanken-Suche 



Die Identifizierung der ceLPLATs (= Acyl-CoA:Lysophospholipid-Acyltransferase aus 
Caenorhabditis elegans) erfolgte durch Sequenzvergleiche mit bekannten LPA-ATs. 

1 5 Die Suche wurde mit Hilfe des BLAST-Psi-Algorithmus (Altschul et al., J. Mol. Biol. 
1990, 215: 403-410) auf das Nematodengenom (Caenorhabditis elegans) beschrankt, 
da dieser Organismus LCPUFAs synthetisiert. Fur den Sequenzvergleich diente als 
Sonde eine LPAAT Proteinsequenz aus Mus muscutus (MsLPAAT Accession Nr. 
NP_061350). LPLAT katalysiert durch eine reversible Transferasereaktion die ATP- 

20 unabhangige Synthese von Acyl-CoAs aus Phospholipiden mit Hilfe von CoA als 
Cofactor (Yamashita etal., J. Biol. Chem. 2001, 20: 26745-26752). Durch Sequenz- 
vergleiche konnten zwei putative ceLPLAT-Sequenzen identifiziert werden (Accession 
Nr. T06E8. 1 bzw. F59F4.4). Die identifizierten Sequenzen weisen die gr68te Ahnlich- 
keit jeweils zueinander und zu MsLPAATs auf (Figur 2). Das Alignment wurde mit dem 

25 Programm Clustal erstellt. 



b) Klonierung der CeLPLATs 



Auf der Basis der ceLPLAT-Nukleinsauresequenzen wurden Primerpaare synthetisiert 
(Tabelle 4) und mittels PCR-Verfahren die zugehdrigen cDNAs aus einer C. elegans- 
cDNA-Bank isoliert. Die entsprechenden Primerpaare wurden so ausgewahlt, dass sie 

30 die Hefe-Konsensus-Sequenz fur hocheff iziente Translation (Kozak, Cell 1 986, 44:283- 
292) neben dem Startcodon trugen. Die Amplifizierung der LPLAT-cDNAs wurde 
jeweils mit 2 pi cDNA-Bank-L6sung als Template, 200 uM dNTPs, 2,5 U "proof- 
reading" p/i/-Polymerase und 50 pmol eines jeden Primers in einem Gesamtvolumen 
von 50 pi durchgefuhrt. Die Bedingungen fur die PCR waren wie folgt: Erste Dena- 

35 turierung bei 95°C fQr 5 Minuten, gefolgt von 30 Zyklen bei 94°C fur 30 Sekunden, 
58°C fur eine Minute und 72°C fur 2 Minuten sowie ein letzter Verlangerungsschritt 
bei 72°C fur 10 Minuten. Die Sequenz der LPLAT-cDNAs wurde durch DNA-Sequen- 
zierung bestatigt. 
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Tabelle 4: Nukleotldsequenzen der PCR-Primer zur Klonierung von CeLPLATs 



Primer 


Nukleotidsequenz 


5 T06E8.1t 


5' ACATAATGQAGAACTTCTGGTCGATCGTC 3' 


3'T08E8.1r* 


5' TTACTCAGATTTCTTCCCGTCTTT 3' 


5' F59F4.4f* 


5" AC ATAATG ACCTTCCT AG CC AT ATTA 3' 


3' F59F4.4r* 


5' TCAGATATTCAAATTGGCGQCTTC 3' 



Beispiel 3: Analyse der Auswlrkung der rekombinanten Proteine auf die Produktion 
des gewunschten Produktes 

5 a) Aufarbeitungsmoglichkeiten 

Die Auswirkung der genetischen Modifikation in Pilzen, Algen, Ciliaten Oder wie in den 
Beispielen wetter oben beschrieben in Hefen auf die Produktion der mehrfach unge- 
sattigten Fettsauren Oder Pflanzen kann bestimmt werden, indem die modifizierten 
Mikroorganismen Oder die modif izierte Pflanze unter geeigneten Bedingungen (wie den 

1 0 vorstehend beschriebenen) gezflchtet werden und das Medium und/oder die zellularen 
Komponenten auf die erhdhte Produktion der Lipide Oder Fettsauren untersucht wird. 
Diese Analysetechniken sind dem Fachmann bekannt und umfassen Spektroskopie, 
Dunnschichtchromatographie, Farbeverfahren verschiedener Art, enzymatische und 
mikrobiologische Verfahren sowie anaiytische Chromatographie, wie Hochleistungs- 

1 5 Flussigkeitschromatographie (siehe beispielsweise Ullman, Encyclopedia of Industrial 
Chemistry, Bd. A2, S. 89-90 und S. 443-613, VCH: Weinheim (1985); Fallon, A., et al., 
(1987) "Applications of HPLC in Biochemistry" in: Laboratory Techniques in Biochemis- 
try and Molecular Biology, Bd. 17; Rehm et al. (1993) Biotechnology, Bd. 3, Kapitel III: 
"Product recovery and purification", S. 469-714, VCH: Weinheim; Belter, P.A., et al. 

20 (1 988) Bioseparations: downstream processing for Biotechnology, John Wiley and 
Sons; Kennedy, J.F., und Cabral, J.M.S. (1992) Recovery processes for biological 
Materials, John Wiley and Sons; Shaeiwitz, J.A., und Henry, J.D. (1988) Biochemical 
Separations, in: Ullmann's Encyclopedia of Industrial Chemistry, Bd. B3; Kapitel 11, 
S. 1-27, VCH: Weinheim; und Dechow, F.J. (1989) Separation and purification tech- 

25 niques in biotechnology, Noyes Publications). 



Neben den oben erwahnten Verfahren zum Nachweis von Fettsauren in Hefen werden 
Pflanzenlipide aus Pflanzenmaterial wie von Cahoon et al. (1999) Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 96 (22):1 2935-1 2940, und Browse et al. (1986) Analytic Biochemistry 
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152:141-145 beschrieben extrahiert. Die qualitative und quantitative Lipid- oder 
Fettsaureanafyse ist beschrieben bei Christie, William w.. Advances in Upid Methodo- 
togy, Ayr/Scotland: Oily Press (Oily Press Lipid Library; 2); Christie, William W. Gas 

5 SET! S^S? tiCa ' GUide ■ Ayr ' Sc0tland: °* Press ' 198 * ^pr. 

5 1 992, IX, 307 S. (Orly Press L.p,d Library; 1); "Progress in Upid Research, Oxford- 

K 7™0^ 952) - 16 (197?) U d T - : Pr ° 9reSS ln *° Chemi ^ * «» «- 

So kann die Analyse von Fettsauren Oder Triacylglycerin (= TAG, Abkurzungen in 
10 ^ZZ™n?T n) Z,B - T elS Fettsaureme ^ster (= FAME), Gas-Flussigkeits- 
^^^'^^^"^^trie (= GC-MS) oder Dunnschichtchromatographie 

Anl^!^ 98 ? C T elS f ° r daS V ° r,ie9en von F *teaureprodukten kann mittels 
Trrr m^^tT ° r9anismen nach Standard-Analyseverfahren erhalten werden: 
GC, GC-MS oder TLC, w.e verschiedentlich beschrieben von Christie und den 
15 Literaturstellen darin (1997, in: Advances on Lipid Methodology, Vierte Aufl ■ Christie 
a«y Press Dundee, 119-169; 1998, Gaschromatographie^ 
Verfahren, Lipide 33:343-353). 

Das zu analysierende Pflanzenmaterial kann dazu entweder durch Ultraschallbehand- 
lung, Mahlen ,n der Glasmuhle, flussigen Stickstoff und Mahlen oder Qber andere 

20 anwendbare Verfahren aufgebrochen werden. Das Material wird dann anschlieSend 
a T£ ufbrechen 2 ^ifugiert. Das Sediment wird danach in Aqua dest. resus- 
pendiert, 10 m.n bei 100°C erhitzt, auf Eis abgekuhlt und emeut zentrifugiert, gefolgt 
l°"wr ° n " k'w M Schwefe,saure * Methane. mit2 % Dimethoxypropan WMStd 

25 ?o dr^^rn " ^ 6rten °'- Und U P idv ^indungen fuhrt, die^nsmethylierte 

WcSt SS2 5 ^ no tf ySe Unt6r Verwendun 9 einer Kapi.larsaule (Chrom- 
fu^Ll ? L ° a ' CP - Wax - 52 CB « 25 m 'krom, 0,32 mm) bei einem Tempera- 
turgrad.en en zw.schen 1 70°C und 240»C fur 20 min und 5 min bei 240°C unterworfen 
werden. D,e Identitat der erhaltenen Fettsauremethylester lessen sich unter 
Sre 9 n V ° n 8tandanj8 ' die aus kom ^rziellen Quellen erhaltlich sind (d.h. Sigma), 

Bei Fettsauren, fur die keine Standards verfugbar sind, kann die Identitat Qber Derivati- 
s,erung und anschHe3ende GC-MS-Ana.yse gezeigt werden. Beispielsweise wird T 
« mT! In T° n Fettsa , uren mlt Dreifachbindung Qber GC-MS nach Derivatisierung 
35 m.t 4,4-D.methoxyoxazolin-Derivaten (Christie, 1 998, siehe oben) gezeigt. 

b) Fettsaureanalyse in Pflanzen 

Die Gesamt-Fettsauren wurden aus Pflanzensamen extrahiert und mittels Ga- 
schromatographie analysiert. 
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Die Samen wurden mit 1 % Natriummethanolat in Methoano! aufgenommen und 

20 min bei RT (ca. 22 °C) inkubiert. AnschlieBend wurde mit NaCI Losung gewaschen 

und die FAME in 0,3 ml Heptan aufgenommen. 

Die Proben wurden auf einer ZEBRON-ZB-Wax-Kapillarsaule (30 m, 0,32 mm, 
5 0,25 mikro m; Phenomenon) in einem Hewlett Pacl<ard-6850-Gaschromatograph mit 
einem Flammenionisationsdetektor aufgetrennt Die Ofentemperatur wurde von 70°C 
(1 min halten) bis 200°C mit einer Rate von 20°C/min, dann auf 250°C (5 min halten) 
mit einer Rate von 5°C/min und schlieBlich auf 260°C mit einer Rate von 5°C/min 
programmiert. Stickstoff wurde als Tragergas verwendet (4,5 ml/min bei 70°C). Die 
1 0 Fettsauren wurden durch Vergleich mit Retentionszeiten von FAME-Standards 
(SIGMA) identifiziert. 

Beispiel 4: Funktionelle Charakterierung der CeLPLATs in Hefe 

a) Heteroloae Expressi on in Saccharomvces cerevisiae 

Zur Charakterisierung der Funktion der CeLPLATs aus C. elegans (SEQ ID NO: 38 - 
1 5 44) wurden die offenen Leserahmen der jeweilgen cDNAs stromabwarts des Galacto- 
se-induzierbaren GAL1-Promotors von pYes2.1Topo unter Verwendung des pY- 
es2.1TOPO TA Expression Kit (Invitrogen) kloniert, wobei pYes2-T06E8.1 und pYes2- 
F59F4.4 erhalten wurden. 

Da die Expression der CeLPLATs zu einem effizienten Austausch der Acyl-Substrate 
20 fuhren sollte, wurde weiterhin das Doppelkonstrukt pESCLeu-PpD6-Pse1 hergestellt, 
das die offenen Leserahmen einer A6-Desaturase (PpD6) und einer A6-Elongase 
(PSE1) aus Physcomitrella patens (siehe DE 102 19 203) beinhaltet. Die Nuklein- 
sauresequenz der A6-Desaturase (PpD6) und der A6-Elongase (Pse1 ) werden jeweils 
in SEQ ID NO: 46 und SEQ ID NO: 48 wiedergegeben. Die korrespondierenden 
25 Aminosauresequenzen sind SEQ ID NO: 47 und SEQ ID NO: 49 zu entnehmen. 

Die Saccharomyces cerews/ae-Stamme C13ABYS86 (Protease-defizient) und INVSd 
wurde mrttels eines modifizierten PEG/Lithiumacetat-Protokolls gleichzeitig mit den 
Vektoren pYes2-T06E8.1 und pESCLeu-PpD6-Pse1 bzw. pYes2-F59F4.4 und 
pESCLeu-PpD6-Pse1 transform iert. Als Kontrolle wurde eine Hefe verwendet, die mit 

30 dem Vektor pESCLeu-PpD6-Pse1 und dem leeren Vektor pYes2 transformiert wurde. 
Die Selektion der transformierten Hefen erfolgte auf Komplett-Minimalmedium 
(CMdum)-Agarplatten mit 2% Glucose, aber ohne Uracil und Leucin. Nach der 
Selektion wurden 4 Transformanten, zwei pYes2-T06E8.1/pESCLeu-PpD6-Pse1 und 
zwei pYes2-F59F4.4/pESCLeu-PpD6-Pse1 und eine pESCLeu-PpD6-Pse1/ pYes2 zur 

35 weiteren funktionellen Expression ausgewahlt. Die beschriebenen Experimente wurden 
auch im Hefestamm INVSd durchgefuhrt. 



Fur die Expresssion der CeLPAATs wurden zunachst Vorkulturen aus jeweils 2 ml 
CMdum-Flussigmedium mit 2% (w/v) Raffinose, aber ohne Uracil und Leucin mit den 
ausgewahlten Transformanten angeimpft und 2 Tage bei 30°C, 200rpm inkubiert. 5 ml 
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CMdum-Flussigmedium (ohne Uracil und Leucin) mit 2% Raffinose, 1% (v/v) Tergitol 
NP-40 und 250 pM Linolsaure (18I2* 8 - 18 ) Oder Linolensaure (las* 9,1 * 16 ) wurden dann 
mit den Vorkulturen auf eine ODgoo von 0,08 angeimpft. Die Expression wurde bei einer 
ODeoo von 0,2-0,4 durch die Zugabe von 2% (w/v) Galactose induziert. Die Kulturen 
5 wurden fur weitere 48 h bei 20°C inkubiert. 

Fettsaureanalvse 

Die Hefezellen aus den Hauptl<ulturen wurden durch Zentrifugation (100 x g, 10 min, 
20°C) geerntet und mit 100 mM NaHCOa, pH 8,0 gewaschen, urn restliches Medium 
und Fettsauren zu entfernen. Aus den Hefe-Zellsedimenten wurden 

10 Fettsauremethylester (FAMEs) durch saure Methanolyse hergestellt. Hierzu wurden die 
Zellsedimente mit 2 ml 1N methanolischer Schwefelsaure und 2% (v/v) 
Dimethoxypropan fur 1 h bei 80°C inkubiert. Die Extraktion der FAMES erfolgte durch 
zweimalige Extraktion mit Petrolether (PE). Zur Entfemung nicht derivatisierter 
Fettsauren wurden die organischen Phasen je einmal mit 2 ml 100 mM NaHCOg, pH 

1 5 8,0 und 2 ml Aqua dest. gewaschen. AnschlieBend wurden die PE-Phasen mit Na2S0 4 
getrocknet, unter Argon eingedampft und in 100 pi PE aufgenommen. Die Proben 
wurden auf einer DB-23-Kapillarsaule (30 m, 0,25 mm, 0,25 pm, Agilent) in einem 
Hewlett-Packard 6850-Gaschromatographen mit Flammenionisationsdetektor getrennt. 
Die Bedingungen fur die GLC-Analyse waren wie folgt: Die Ofentemperatur wurde von 

20 50°C bis 250°C mit einer Rate 5°C/min und schlieBlich 10 min bei 250°C (halten) 
programmiert. 

Die Identifikation der Signale erfolgte durch Vergleiche der Retentionszeiten mit 
entsprechenden Fettsaurestandards (Sigma). 

Acvl-CoA Analyse 

Die Acyl-CoA-Analyse erfolgte wie bei Larson and Graham (2001; Plant Journal 25: 
25 1 1 5-1 25) beschrieben. 

Expressionsanalvse 

Figuren 2 A und B sowie 3 A und B zeigen die Fettsaureprofile von transgenen 
C13ABYS86 Hefen, die mit IS:^ 912 bzw. IS:^ 9,12 - 15 gefuttert wurden. Die gefutterten 
Substrate sind in groBen Mengen in alien transgenen Hefen nachzuweisen. Alle 
30 vier transgenen Hefen zeigen eine Synthese von 1 S^ 6,9,12 und 20:3 A 8,11 14 bzw. 

18:4 A6.9.i2.i5 und 20:4 A8,ii.i4.i7 > den Pro<jukten de r A-6- Desaturase und A-6-Elongase 
Reaktionen. Dies bedeutet, dass die Gene PpD6 und Pse1 funktional exprimiert 
werden konnten. 

Figur 3 gibt wie oben beschrieben die Fettsaureprofile von transgenen C13ABYS86 
35 S. cerev/s/ae-Zellen. Die Synthese der Fettsauremethylester erfolgte durch saure 
Methanolyse intakter Zellen, die entweder mit den Vektoren pESCLeu-PpD6- 
Pse1/pYes2 (A) oder pYes2-T06E8.1/pESCLeu-PpD6-Pse1 (B) transformiert worden 
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waren. Die Hefen wurden in Minimalmedium in Gegenwart von 18:2* 9 " 12 kultiviert 
AnschlieBend wurden die Fettsauremethylester uber GLC analysiert. 

In den Kontroll-Hefen, die mit den Vektoren pESCLeu-PpD6-Pse1/pYes2transformiert 
wurden, ist der Anteil von 20:3 A8 - 11 ' 1 <, zu dem 18:3 d69 - 12 durch Pse1 elongiert wird 
wesentlich niedriger als in den Hefen, die zusatzlich die LPLAT T06E8 1 exprimieren 
Tatsachlich konnte die Elongation von ISrS* 6 - 912 und IStf* 6 - 9 - 12 - 16 durch die zusatzliche 
Expression von CeLPLAT (T06E8.1) um 100-150% verbessert werden (Figur 4) Diese 
s.gnifikante Erhohung des LCPUFA-Gehalts ist nur wie folgt zu erklaren: die exogen 
gefutterten Fettsauren (18:2* 912 bzw. 18:3 A912 ' 15 ) werden zunachst in Phospholipide 
eingebaut und dort von der A-6-Desaturase zu 18:3 A6,9 - 12 und 18:4 A6 9 - 12 - 15 desaturiert 
Erst nach Reaquilibrierung mit dem Acyl-CoA-Pool konnen 18-3 A8 - 9 - 12 und 18-4 A6 - 9 - 12 - 15 
durch die Elongase zu 20:3 A8 - 11 - 14 - bzw. 20:4 A811 ' 1417 -CoA elongiert und dann wieder in 
die Lipide eingebaut werden. Die LPLAT T06E8.1 ist in der Lage, die A6-desaturierten 
Acylgruppen sehr effizient in CoA-Thioester zuruckzuverwandeln. Interessanterweise 
konnte auch die Elongation der gefutterten Fettsauren 18:2* 9,12 und 18:3 A9 - 121S ver- 
bessert werden. (Figur 2 A und B bzw. 5 A und B). 

Figur 5 gibt die Fettsaureprofile von transgenen C13ABYS86 S. cerev/s/ae-Zellen Die 
Synthese der Fettsauremethylester erfolgte durch saure Methanolyse intakter Zellen 

die entweder mit den Vektoren pESCLeu-PpD6-Pse1/pYes2 (A) Oder pYes2- 
T06E8.1/pESCLeu-PpD6-Pse1 (B) transformiert worden waren. Die Hefen wurden 
in Minimalmedium in Gegenwart von 1 8:3 &91215 kultiviert. AnschlieBend wurden die 
Fettsauremethylester Qber GLC analysiert. 

Die Expression einer anderen CeLPLAT (F59F4.4) hat dagegen keinen Einf luss auf die 
Elongation (Figur 4). Offenbar kodiert F59F4.4 nicht fur eine LPLAT. Nicht jede der 
putativen LPLAT Nukleinsauresequenzen ist also enzymatisch aktiv in der erf indunqs- 
gemaB gefundenen Reaktion. 

Figur 4 gibt die Elongation exogen applizierter IS.^ 9 - 12 bzw. 18:3 A9>12 - 15 im Anschluss 
an ihre endogene A-6-Desaturierung (Daten aus Fig. 2 und 5) wieder. Die exogen 

??S ?J2 " Fetlsau A r f " ^ rden zunacnst Sn Phospholipide eingebaut und dort zu 
1 8:3" • • und 1 8:4 ■ - 12 - 15 desaturiert. Erst nach Reaquilibrierung mit dem Acyl-CoA- 

£X?S$ 18:3 und 18:4 A6 - 9 - 12 - 15 durch die Elongase zu 20:3 A8 - 11 - 14 - bzw. 
20:4 • ■ • -CoA elongiert und dann wieder in die Lipide eingebaut werden. Die 
LPLAT T06E8.1 ist in der Lage, die A-6-desaturierten Acylgruppen effizient in CoA- 
Thioester zuruckzuverwandeln. 

Diese Ergebnisse zeigen, dass die CeLPLAT (T06E8.1) nach Co-expression mit der 
A-6-Desaturase und A-6-Elongase zu einer effizienten Produktion von C20-PUFAs 
fuhrt. Diese Ergebnisse sind dadurch zu erklaren, dass die CeLPLAT (T06E8 1) einen 
effizienten Austausch der neusynthetisierten Fettsauren zwischen Upiden und dem 
Acyl-CoA-Pool ermfiglicht (siehe Figur 6). 
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Rgur 6 gibt die Acyl-CoA-Zusammensetzung transgener INVSd Hefen, die mit den 
Vektoren pESCLeu PpD6Pse1/pYes2 (A) oderpESCLeu-PpD6-Pse1/pYes2-T06E8.1 
(B) transformiert worden waren, wieder. Die Hefezellen wurden in Minimalmedium 
ohne Uracil und Leucin in Gegenwart von 250 uM 18:2 A9,12 kultiviert Die Acyl-CoA- 
5 Derivate wurden uber HPLC analysiert. 



Bei Verwendung des Hefe-Stammes INVSd zur Go-Expression von CeLPLAT 
(T06E8.1) zusammen mit PpD6 und Pse1 ergibt sich folgendes Bild: Kontrollhefen, 
die PpD6 und Pse1 exprimieren, enthalten wie schon bei Verwendung des Stammes 
C13ABYS86 gezeigt nur geringe Mengen des Elongationsprodukts (20:3 A8,11 - 14 bei 

1 0 Futterung von 1 8:2 bzw. 20:4 A8,1 1,14,17 bei Fattening von 18:3; siehe Figur 7 A und 8 A). 
Bei zusatzlicher Expression von CeLPLAT (T06E8.1 ) erfolgt ein deutlicher Anstieg 
dieser Elongationsprodukte (siehe Figur 7 B und 8 B). Tabelle 5 zeigt, dass die zusatz- 
liche Expression von CeLPLAT uberraschenderweise eine 8-fache Erhohung des 
Gehaltes an 20:3 A8,11,14 (bei Futterung von 18:2) bzw. 20:4 A8,11,14,17 (bei Futterung von 

1 5 1 8:3) bewirkt. Daneben zeigt sich, dass auch C1 6:2?*- 9 zu C1 S^ 6,9 effizienter elongiert 
wird. 



Rgur 7 ist das Fettsaure-Profile von transgenen INVSd S. cerevisiae-Zellen zu ent- 
nehmen. Die Synthese der Fettsauremethylester erfolgte durch saure Methanolyse 
intakter Zellen, die entweder mit den Vektoren pESCLeu-PpD6-Pse1/pYes2 (A) Oder 
20 pYes2-T06E8.1/pESCLeu-PpD6-Pse1 (B) transformiert worden waren. Die Hefen 
wurden in Minimalmedium in Gegenwart von IS^ 9,12 kultiviert. AnschlieBend wurden 
die Fettsauremethylester uber GLC analysiert. 

Figur 8 gibt die Fettsaure-Profile von transgenen INVSd S. cerevisiae-ZeWen wieder. 
Die Synthese der Fettsauremethylester erfolgte durch saure Methanolyse intakter 
25 Zellen, die entweder mit den Vektoren pESCLeu-PpD6-Pse1/pYes2 (A) Oder pYes2- 
T06E8.1/pESCLeu-PpD6-Pse1 (B) transformiert worden waren. Die Hefen wurden 
in Minimalmedium in Gegenwart von istf*- 12,15 kultiviert. AnschlieBend wurden die 
Fettsauremethylester uber GLC analysiert. 
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Tabelle 5: 



Fettsaure-Zusammensetzung (in mo! %) transgener Hefen, die mit den 
Vektoren pESCLeu PpD6Pse1/pYes2 (PpD6 Pse1) Oder pESCLeu- 
PpD6-Pse1/pYes2-T06E8.1 (PpD6 Pse1 + T06E8) transformiert worden 
waren. Die Hefezellen wurden in Minimalmedium ohne Uracil und Leucin 
in Gegenwart von 250 pM 18:2 A9 - 12 oder IS:^ 9 ' 12 ' 15 kultiviert. Die Fett- 
sauremethylester wurden durch saure Methanolyse ganzer Zellen ge- 
wonnen und Qber GLC analysiert. Jeder Wert gibt den Mittelwert (n = 4) 
± Standardabweichung wieder. 



Fettsauren 


Futterung mit 250 pM 

18 . 2 A9,12 


Futterung mit 250 pM 

18:3 A9.12.15 


PpA6/Pse1 


PpA6/Pse1+ 
T06E8 


PoA6/Pse1 


v yjL\\jj roc i t 

T06E8 


16:0 


15,31 ± 1,36 


15,60 ±1,36 


12,20 ±0,62 


16,25 ±1,85 


16:1 


23,22 ±2,16 


15,80 ±3,92 


17,61 ±1,05 


14,58 ±1,93 


18:0 


5,11 ±0,63 


7,98 ±1,28 


5,94 ± 0,71 


7,52 ±0,89 


18:1 


15,09 ±0,59 


16,01 ±2,53 


15,62 ±0,34 


15,14 ±2,61 


18:1 A11 


4,64 ±1,09 


11,80 ±1,12 


4,56 ±0,18 


13,07 ±1,66 


18 . 2 A9.12 


28,72 ±3,25 


14,44 ±1,61 






18 . 3 A6^.12 


3,77 ± 0,41 


4,72 ± 0,72 






18 . 3 A9,12,1S 






32,86 ±1,20 


14,14 ±2,52 


1 8;4 A6,9.12,15 






5,16 ±1,04 


3,31 ±1,15 


20:2 A1114 


2,12 ±0,86 


4,95 ±4,71 






20:3 A8.11,14 


1,03 ±0,14 


8,23 ±1,59 






20:3 A11,14,17 






4,12 ±1,54 


6,95 ± 2,52 


2Q.4A8,11,14,17 






1,34 ±0,28 


8,70 ±1,11 



Ein Ma8 fur die Effizienz der LCPUFA-Biosynthese in transgener Hefe stellt der 
Quotient aus Gehalt der erwunschten A-6-Elongationsprodukt nach A-6-Desaturierung 

(20:3 A8.11.14 20.4A8.II.14.ITJ 2U Qeha|t an zugefQtterter Fettsaure {1 8;2 A9.12 

18:3 A9,i2.i 5) dar Djeser Quot|ent betragt Q Q4 jn , NVSc1 Kontrollhefen, die PpD6 und 
Pse1 exprimieren, und 0,60 in Hefen die zusatzlich zu PpD6 und Pse1 CeLPLAT 
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exprimieren. In anderen Worten: der Gehaltan erwQnschtem A-6-Elongationsprodukt 
nach A-6-Desaturieaing bei Co-Expression von CeLPLAT betragt 60% des Gehalts der 
jeweils zugefiitterten Fettsaure. In Kontrollhefen betragt dieser Gehalt nur ca. 4%. Dies 
bedeutet eine 15-fache Erhohung der Effizienz der LCPUFA-Biosynthese in transgener 
Hefe durch Co-Expression von LPLAT. 

Interessanterweise bewirkt die Co-Expression von CeLPLAT nicht nur eine Erhohung 
der genannten Elongationsprodukte 20:3 A8>11 - 14 bzw. 20:4 A8 - 11 ' 14 ' 17 , sondern auch eine 
Erhdhung des Verhaltnisses 20:3 A8,11,14 : 20:2 A11,14 bzw. 20:4 A8>11,14,17 : 20:3 A11,14 - 17 . Dies 
bedeutet, dass in Anwesenheit der LPLAT die A-6-Elongase bevorzugt mehrfach 
ungesattigte Fettsauren (18:3^ 2 und 18:4 Ae>9 ' 12 - 16 ) als Substrat verwendet, wahrend 
bei Abwesenheit der LPLAT keine ausgepragte Substratspezifitat zu erkennen ist 
(auch 18:2* 9 - 12 und ISrS* 9 - 12 - 15 werden elongiert). Grund hierfur konnen Protein-Protein- 
Wechselwirkungen zwischen A-6-Elongase, A-6-Desturase und LPLAT Oder posttrans- 
lationale Modifikationen (z.B. partielle Proteolyse) sein. Dies wurde auch erklaren, 
warum der oben beschriebene Anstieg von A-6-Elongationsprodukten bei Co- 
Expression von A-6-Desaturase, A-6-Elongase und LPLAT bei Verwendung eines 
protease-defizienten Hefestamms geringer ausfallt. 

Acyl-CoA Analysen von transgenen INVSd Hefen, die mit 18:2 A9,12 gefuttert wurden, 
ergaben folgendes Ergebnis: in Kontrollhefen, die PpD6 und Pse1 exprimieren, ist kein 
18:3 A6, 9 .i2. CoA und 20:3 A8 ' 11,14 -CoA nachweisbar. Dies weist darauf hin, dass weder 
das Substrat (18:3 A6 - 912 -CoA) noch das Produkt (20:3 A8 - 1114 -CoA) der A-6-Elongase in 
Kontrollhefen in nachweisbaren Mengen vorhanden ist. Dies lasst darauf schlieBen, 
das der Transfer von 18:3 A6 - 9>12 aus Membranlipiden in den Acyl-CoA Pool nicht Oder 
nicht richtig stattfindet. Das bedeutet, dass kaum Substrat fur die vorhandene A-6- 
Elongase zur Verfugung steht, was wiederum den geringen Gehalt an Elongations- 
produkt in Kontrollhefen erklart. INVSd Hefen, die zusatzlich zur PpD6 und Pse1 die 
CeLPLAT exprimieren und mit 18:2 A912 gefuttert worden waren, weisen keine signifi- 
kanten Mengen an 18:3 A6912 -CoA auf, wohl aber 20:3 A8>11 - 14 -CoA. Dies deutet darauf 
hin, dass LPLAT sehr effizient 1 8:3 &6>9 ' 12 aus den Membranlipiden in den Acyl-CoA- ' 
Pool uberfuhrt. ISi^'^-CoA wird dann von der A-6-Elongase elongiert, so dass kein 
1 S^'^-CoA, wohl aber 20:3 A8,nn4 -CoA nachweisbar ist. 



b) Funktionelle Charakterierung der CeLPLATs in transgenen Pflanzen 
Expression funktionaler CeLPLAT in transaenen Pflan^en 

In DE 102 19 203 wurden transgene Pflanzen beschrieben, deren Samenol durch 
samenspezifische Expression funktioneller Gene kodierendfur A-6-Desaturase, A-6- 
Elongase und A-5-Desaturase geringe Mengen an ARA und EPA enthalt. Der zur 
Transformation dieser Pflanzen benutzte Veto ist SEQ ID NO: 56 zu entnehmen. 
Urn den Gehalt an diesen LCPUFAs zu erh6hen, wurde in den genannten transgenen 
Pflanzen zusatzlich das Gen CeLPLAT (T06E8.1 ) in Samen exprimiert. 
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Zu diesem Zweck wurde der kodierende Bereich von CeLPLAT uber PCR amplifiziert. 

In Tabelle 6 sind die Primer wiedergegeben, die zur Klonierung eines weiteren Clones 
der ceLPLAT in binare Vektoren verwendet wurden. 

Tabelle 6: Nukleotidsequenzen der PCR-Primer zur Klonierung von CeLPLAT 
(T06E8.1 ) in den binaren Vektor pSUN3 



Primer 



Nukleotidsequenz 



ARe503f* 



5' TTAAGCGCGGCCGCATGGAGAACTTCTGGTCG 3' 



ARe504r* 



5' ACCTCGGCGGCCGCCCTTTTACTCAGATTTC 3' 



* f: forward, r: reverse 

Das PCR-Produkt wurde in einen pENTRY Vektor zwischen USP Promotor und OCS- 
Terminator kloniert. AnschlieBend wurde die Expressionskassette in die binaren 
Vektoren pSUN300 kloniert. Der entstandene Vektor wurde mit pSUN3CeLPLAT 
(Figur 1) bezeichnet. Daruber hinaus wurde der kodierende Bereiche von CeLPLAT 
amplifiziert und zwischen LegB4 Promotor und OCS-Terminator kloniert. Dieser Vektor 
wurde mit pGPTVCeLPLAT bezeichnet (Figur 9A). 

Dariiberhinaus wurde der kodierende Bereich von CeLPLAT uber PCR amplifiziert und 
zwischen LegB4 Promotor und OCS-Terminator kloniert. Die hierfur verwendeten PCR 
Primer wurden so ausgewahlt, dass in das PCR-Produkt eine effiziente Kosaksequenz 
eingefOhrt wurde. AuGerdem wurde die DNA-Sequenz von CeLPLAT so verandert, 
dass sie der codon usage von heheren Pflanzen angepasst war. 

Folgende Primer wurden fur die PCR verwendet: 

Forward primer: 5'-ACATAATGGAGAACTTCTGGTCTATTGTTGTGTTTTTTCTA-3' 

Reverse primer: 5'- CTAGCTAGCTTACTCAGATTTCTTCCCGTCTTTTGTTTCTC-3' 

Das PCR Produkt wurde in den Klonierungsvektor pCR Script kloniert und Qber die 
Restriktionsenzyme Xmal und Sad in den Vektor pGPTV LegB4-700 kloniert. Das 
entstandene Plasmid wurde mit pGPTV LegB4-700 + T06E8.1 bezeichnet (Figur 9A). 

Das gleiche PCR Produkt wurde daruber hinaus in einen Multigen-Expressionsvektor 
kloniert, der bereits die Gene fur eine Delta-6-Desaturase aus Phaeodactylum tri- 
cornutum (SEQ ID NO: 69, Aminosauresequenz SEQ ID NO: 70) und einer Delta-6- 
Elongase aus P. patens enthielt. Das entstandene Plasmid wurde mit pGPTV 
USP/OCS-1,2,3 PSE1(Pp)+D6-Des(Pt)+2AT (T06E8-1) bezeichnet (Figur 9B). Die 
Sequenzen des Vektors sowie der Gene sind SEQ ID NO:.71 , SEQ ID NO: 72, 
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SEQ ID NO: 73 und SEQ ID NO: 74 zu entnehmen. Die A-6-Desaturase aus Phaeo- 
dactylum tricornutum reicht von Nukleotid 4554 bis 5987 in der SEQ ID NO: 71 . Die 
A-6-Elongase aus Physcomitrella patens reicht von Nukleotid 1026 bis 1898 und die 
der LPLAT aus Caenorhabditis elegans reicht von Nukleotid 2805 bis 3653 in der 
5 SEQ ID NO: 71. 

Tabakpflanzen wurden co-transformiert mit dem Vektor pSUN3CeLPLAT und dem in 
DE 102 19 203 und SEQ ID NO: 56 beschriebenen Vektor enthaltend Gene kodierend 
fur A-6-Desaturase, A-6-Elongase und A-5-Desaturase, wobei die Selektion transgener 
Pflanzen mit Kanamycin erfolgte. 

1 0 Tabakpflanzen wurden auBerdem transformiert mit dem Vektor pGPTV USP/OCS- 
1,2,3 PSE1(Pp)+D6-Des(Pt)+2AT (T06E8-1) [siehe SEQ ID NO:.71, SEQ ID NO: 72 
SEQ ID NO: 73 und SEQ ID NO: 74]. 

Lein wurde mit dem Vektor pSUN3CeLPLAT transformiert. Die entstandenen trans- 
genen Pflanzen wurden mit solchen transgenen Leinpflanzen gekreuzt, die bereits 
1 5 geringe Mengen an ARA und EPA aufgrund der f unktionellen Genexpression von 
A-6-Desaturase, A-6-Elongase und A-5-Desaturase enthielten. 

Weiterhin wurde Lein mit dem Vektor pGPTV LegB4-700 + T06E8.1 transformiert. 
Die entstandenen transgenen Pflanzen wurden mit solchen transgenen Leinpflanzen 
gekreuzt, die bereits geringe Mengen an ARA und EPA aufgrund der funktionellen 
20 Expression von A-6-Desaturase, A-6-Elongase und A-5-Desaturase enthieiten. 

Die Samen von transgenen Tabak- und Leinpflanzen wurden wie weiter vorne 
beschrieben [Beispiel 3 b)] auf erhohte Gehalte an LCPUFAs in untersucht. 

Aus den hier vorliegenden Arbeiten lasst sich die Funktion der Acyl-CoA:Lyso- 
phopholipid-Acyltranserase (LPLAT) wie in Figur 1 0 A und 1 0 B dargestellt ableiten. 
25 Der Biosynthese-Weg der LCPUFAS stellt sich damit wie folgt dar. 

Desaturasen katalysieren die Einfuhrung von Doppelbindungen in lipidgekoppelte 
Fettsauren (sn2-Acyl-Phosphatidylcholin), wahrend die Elongasen exklusiv die Elon- 
gation Coenzym A-veresterter Fettsauren (Acyl-CoAs) katalysieren. Nach diesem 
Mechanismus erfordert die altemierende Wirkung von Desaturasen und Elongasen 

30 einen standigen Austausch von Acyl-Substraten zwischen Phospholipiden und Acyl- 
CoA-Pool und somit die Existenz einer zusatzlichen Aktivitat, die die Acyl-Substrate in 
die jeweils notwendige Substratform, d.h. Lipide (fur Desaturasen) oder CoA-Thioester 
(fOr Elongasen), Oberfuhrt. Dieser Austausch zwischen Acyl-CoA Pool und Phospho- 
lipiden wird durch LCPUFA-spezifische LPLAT ermoglicht. Die Biosynthese von 

35 ARA (A) erfolgt analog zu EPA (B), mit dem Unterschied, dass bei EPA der A-6- 
Desaturierung eine A-15-Desaturierung vorgeschaltet ist, so dass a18:3-PC als 
Substrat fQr die A-6-Desaturase fungiert. Die Biosynthese von DHA macht einen 
weiteren Austausch zwischen Phospholipiden und Acyl-CoA-Pool Qber LPLAT not- 
wendig: 20:5 A58 - 1114 - 17 wird vom Phospholipid- zum CoA-Pool transferiert und nach 
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erfolgter A-5-Elongation wird 22:5 A710 - 13 - 16 - 19 VO m CoA- zum Phospholipid-Pool trans- 
fenert und schlieBlich durch A-4-Desaturase zu DHA umgesetzt. Gleiches gilt for 
den Austausch im Biosyntheseweg unterVerwendung der A-8-Desaturase, der 
A-9-Elongase und der A-5-Desaturase. 

Beispiel 5: Funktionelle Charakterierung der Acyltransferasen 

Urn die Substratspezifitat von Acyltransferasen hoherer Pflanzen und LCPUFA-produ- 
zierender Organismen zu vergleichen, wurden aus dem LCPUFA-produzierenden 
Organismus Mortierella alpina und aus Sonnenblume mikrosomale Fraktionen isoliert. 
Die GPAT- und LPAAT-Aktivitaten wurden mit verschiedenen Acyl-CoAs als Substrat 
getestet. 

Um zu uberprufen, ob der LCPUFA-Produzent Thraustochytrium tatsSchlich DHA in 
der sn-2 Position der Lipide einbaut, wurde eine Positionsanalyse der Lipide durch- 
gefQhrt. 

Um LCPUFA-spezische Acyltransferasen zu isolieren, wurde ausgehend von mRNA 
der LCPUFA-produzierenden Organismen Thraustochytrium, Physcomitrella, Crypte- 
codinium cohnii und Fusarium cDNA-Banken, sowie einer Shewanella genomischen 
Bank erstellt und diese uber DNA-Sequenzierung naher analysiert. Uber Sequenz- 
homologien wurden Acyltransferaseklone identifiziert. Alternativ wurden uber PCR- 
Techniken Acyltransferasen amplifiziert. 

Transgene E. coli Zellen, Hefen, Insektenzellen und Pflanzenzellen mit erhohter 
Expression mindestens einer LCPUFA-spezifischen Acyltransferase weisen einen 
erh6hten Gehait an LCPUFAs in ihren Lipiden auf. 

Beispiel 6: Isolierung mikrosomaler Fraktionen aus Mortierella, Sonnenblume und 
Leinsamen und Analyse der Substratspezifitat von Acyltransferasen fur 
verschiedene Acyl-CoAs. 

Um herauszuf inden, ob hdhere Pflanzen, insbesondere Olsaaten wie Sonnenblume 
Lein, Raps Oder Soja LCPUFAs in ihre Lipide einbauen konnen, wurden aus Sonnen- 
blume und Leinsamen Mikrosomen prapariert und verschiedene Acyltransferase- 
Aktivitaten hinsichtlich ihrer Substratspezifitat fur LCPUFA-CoAs untersucht Im 
einzelnen wurden GPAT-, LPAAT- und LPCAT-Aktivitaten untersucht. Diese Ergebnis- 
se wurden verglichen mit den entsprechenden Acyltransferase-Aktivitaten der LCPU- 
FA-Produzenten Mortierella alpina, der bekanntermaBen hohe Gehalte der LCPUFA 
Arachidonsaure in seinen Lipiden und im Triacylglycerin enthalt (C. Ming et al. (1999) 
Bioresource Technology 67: 101-110). 



Preparation mikrosomaler Membranen aus Cotyledonen reifender Samen von Sonnen- 
blume und Lein 
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Alle Arbeiten wurden bei 4°C durchgefQhrt. Die Cotyledonen von reifenden Sonnen- 
blumen- und Leinsamen wurden ungefahr 10 Tage nach Anthesis geerntet und in 
0.1 M Natriumphosphatpuffer (pH 7,2), der 0,33 M Saccharose und 0,1 % BSA 
(fettsaurefrei) enthielt, suspendiert. Nach Zerkleinerung in einem Glashomogenisator 
5 wurde das Homogenat bei 20.000 x g, 30 Minuten lang zentrifugiert. Der Uberstand 
wurde durch eine Lage Miracloth filtriert und bei 100.000 x g in einer Ultrazentrifuge 
90 Minuten lang zentrifugiert. Die pelletierten mikrosomalen Membranen wurden mit 
0,1 ft/I Natriumphosphatpuffer (pH 7,2) gewaschen und in einem kleinen Volumen 
Puffer resuspendiert, wobei ein Glashomogenisator verwendet wurde. Die mikro- 
1 0 somalen Membranpraparationen wurden entweder sofort weiterverwendet oder bei 
-80°C gelagert. 

Preparation mikrosomaler ft/iembranen aus ft/iortierella 

Kulturen von ft/lortlerella wurden nach 5 Tagen geerntet und auf Eis gestellt. Alle 
weiteren Arbeiten wurden bei 4°C ausgefuhrt. Das ft/Iycelium wurde in 0,1 M Natrium- 
1 5 phosphatpuffer (pH 7,2), der 0,33 M Saccharose, 0,1 % BSA (fettsaurefrei), 1 000 units 
Katalase/ml und 1 mM Pefabloc enthielt, suspendiert. Die nachfolgenden Schritte 
wurden wie unter .Praparationen mikrosomaler Membranen aus Cotyledonen reifender 
Samen von Sonnenblume und Lein' beschrieben durchgefQhrt. 

Acyl-CoA Substratspezrfitat von GPAT: Umsetzung einzelner Acyl-CoA Substrate in 
20 der Acylierung von [ 14 C] Glycerin-3-phosphat 

Die Spezifitat der GPAT wurde untersucht, urn zu Qberprufen ob das Enzym eine 
Praferenz fur bestimmte Acyl-CoAs hat, insbesondere, urn zu ermitteln, ob die GPAT 
von Olsaaten LCPUFA-CoAs umsetzl. Mikrosomale Membranen wurden inkubiert mit 
0,5 mM (Mortierella) bzw. 0,2 mM (Sonnenblume und Leinsamen) eines der folgenden 

25 Acyl-CoAs: Myristoyl-CoA (14:0-CoA), Palmitoyl-CoA (1 6:0-CoA), Palmitoleoyl-CoA 
(16:1-CoA), Stearoyl-CoA (18:0-CoA), Oleoyl-CoA (18:1-CoA), Unoleoyl-CoA (18:2- 
CoA), Dihomo-gamma-linolenoyl-CoA (20:3-CoA) oder Arachidonyl-CoA (20:4-CoA) 
und 5 mM [ 14 C] G3P. Mikrosomale Membranen (aquivalent 50 ug Protein bei Sonnen- 
blume und Mortierella bzw. 1 50 ug Protein bei Leinsamen) wurden dem Reaktions- 

30 gemisch zugesetzt, urn die Reaktion zu starten. Nach 5 Minuten Inkubationszeit 
wurden die Lipide nach Bligh & Dyer extrahiert und die in komplexen Lipiden einge- 
baute Radioaktivitat bestimmt. 

In Figur 1 1 und Tabelle 7a und 7b sind die GPAT-Aktivitaten von Mortierella, Sonnen- 
blume und Leinsamen bei verschiedenen Acyl-CoA-Sustraten dargestellt. 

35 Die GPAT von Mortierella baut ungesattigte Fettsauren effizienter ein a!s gesattigte 
Fettsauren. Oleat und Linoleat wurden mit ahnlichen Einbauraten umgesetzt (100% 
bzw. 90%). Der Einbau von polyungesattigten Fettsauren (20:3-CoA und 20:4-CoA) 
war nur unwesentlich niedriger (80% bzw. 75%). 
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In mikrosomalen Membranen von Sonnenblume sind ebenfalls Oleat und Unoleat die 
besten Substrate fur die GPAT (100% bzw. 85% Aktivtat). Acyl-CoAs der gesattigten 
Fettsauren Stearat und Palmitat werden nur ca. halb so gut eingebaut (40% bzw. 
64%). Ahnliches gilt fur 20:3-CoA (55%). Arachidonyl-CoA ist fOr GPAT von Sonnen- 
5 blume ein relativ schlechtes Substrat (23%). 

Die GPAT in mikrosomalen Membranen von Leinsamen hat die niedrigste spezifische 
Aktivitat aller untersuchten GPAT-Enzyme. Mit 6 nmol/min/mg Protein ist sie nur 
halb so aktiv wie Sonnenblumen GPAT und 5 mal weniger aktiv als das Enzym aus 
Mortierella. Bezuglich der Substratspezifitaten verhalt sich Die effizientesten Acyl- 
1 0 CoA-Substrate der GPAT aus Leinsamen sind wie bei Sonnenblume Oleat und Lino- 
leat (100% bzw. 90%). Die Einbauraten der gesattigten Fettsauren Stearat und Palmi- 
tat sind mit 65% und 90% deutlich hoher als bei Sonnenblume. Arachidonyl-CoA 
hingegen ist fur GPAT von Leinsamen ein auBerst schlechtes Substrat (5%). 

Acyl-CoA Substratspezifitat von LPAAT: Umsetzung einzelner Acyl-CoA Substrate bei 
15 der Acylierung von Lysophosphatidsaure 

Die Spezifitat der LPAAT wurde untersucht, urn zu uberprufen, ob das Enzym eine 
Praferenz fur bestimmte Acyl-CoAs hat, insbesondere, urn zu ermitteln, ob die LPAAT 
von Olsaaten LCPUFA-CoAs umsetzt. LPAAT Aktivitat wurde in einem kontinuierlichen 
spektralphotometrischen Assay bestimmt, bei dem 5,5-dithio-bis-2-nitrobenzoat 

20 (DTNB) verwendet wurde, und die Anderung der Absorption bei 409 nm und 25°C 
verfolgt wurde (F.M. Jackson et al. (1998) Microbiology 144: 2639-2645). Der Assay 
enthieltsn-1-Oleoyl-Lysophosphatidsaure (30 nmol), DTNB (50 nmol) und 20 nmol 
eines der folgenden Acyl-CoAs: Palmitoyl-CoA (16:0-CoA), Stearoyl-CoA (18:0-CoA) 
Oleoyl-CoA (1 8:1 -CoA), Linoleoyl-CoA (1 8:2-CoA), Dihomo-gamma-linolenyl-CoA 

25 (20:3-CoA) Oder Arachidonyl-CoA (20:4-CoA) in 1 ml 0,1 M Phosphatpuffer, pH 7,2. 
Das in der Reaktion freigesetzte CoA wurde mit Hilfe der Anfangssteigung und des 
Extinktionskoeffizienten von 13,6 mM-1 xcm-1 quantifiziert. Mikrosomale Membranen 
(equivalent 10 ug Protein bei Mortierella bzw. 40 ug Protein bei Sonnenblume und 
Leinsamen) wurden dem Reaktionsansatz zugesetzt, urn die Reaktion zu starten. 

30 In Figur 1 1 und Tabelle 7a und 7b sind die LPAAT-Aktivitaten von Mortierella, Sonnen- 
blume und Leinsamen bei verschiedenen Acyl-CoA-Sustraten dargestellt. 

Die LPAAT von Mortierella baut Oleoyl-CoA am effizientesten ein (100 %). Linoleoyl- 
CoA wird ebenfalls sehr gut umgesetzt (90 %). Die gesattigten Fettsauresubstrate 
16:0-CoA und 18:0-CoA werden zu nur 40 % bzw. 36 % eingebaut, die LCPUFA- 
35 Substrate 20:3-CoA und 20:4-CoA hingegen mit einer relativ hohen Effizienz (je 65 %). 

In mikrosomalen Membranen von Sonnenblume ist Linoleoyl-CoA das am effizien- 
testen in Phosphatidsaure eingebaute Substrat der LPAAT (250 % relativ zu Oleoyl- 
CoA). Sowohl gesattigte als auch polyungesattigte Acyl-CoA waren schlechte Sub- 
strate fur Sonnenblumen LPAAT (relative Aktivtaten kleiner 20 %). 
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Ein ganz ahnliches Bild ergibt sich fur LPAAT aus Leinsamen: Linoleoyl-CoA stellt das 
beste Substrat dar (120% relativ zu Oleoyl-CoA). Gesattigte Fettsauren sind schlechte 
LPAAT-Substrate (25% und 30% fQr 16:0-CoA und 18:0-CoA). Arachidonyl-CoA wird 
am schlechtesten umgesetzt (1 9% relative Aktivitat). 

5 Acyl-CoA Substratspezifitat von LPCAT: Umsetzung einzelner Acyl-CoA Substrate bei 
der Acylierung von Lysophosphatidylcholin 

In hoheren Pflanzen und Pilzen werden Fettsauren zur Herstellung polyungesattigter 
Fettsauren desaturiert, wahrend sie mit Phosphatidylcholin (PC) verestert sind 
(A.K. Stobart und S. Stymne (1985) Planta 163: 1 19-125; F.M. Jackson et al. (1998) 

1 0 Microbiology 1 44: 2639-2645). Die Beteiligung von PC bei der Desaturierung von 
Fettsauren auch in Pilzen setzt voraus, dass es ein funktionierendes Transfersystem 
von Fettsauren zu und von der sn-2-Position des PC gibt, ahnlich dem, wie es fur 
entwickelnde Olsamen beschrieben wurde (Jackson et al., 1998; Stobart et al., 1983). 
Es wird vermutet, dass dieser Transfer des Acylgruppe von Acyl-CoA zur sn-2 Position 

1 5 des PC durch LPCAT katalysiert wird. Hier wurde die Spezifitat von LPCAT untersucht, 
um zu Qberpriifen, ob das Enzym eine Praferenz fur bestimmte Acyl-CoAs hat, ins- 
besondere, um zu ermitteln, ob die LPCAT von Olsaaten LCPUFA-CoAs umsetzt. 

LPCAT Aktivitat wurde in einem kontinuierlichen spektralphotometrischen Assay 
bestimmt, bei dem 5,5-dithio-bis-2-nitrobenzoat (DTNB) verwendet wurde und die 

20 Anderung der Absorption bei 409 nm und 25°C verfolgt wurde. Der Assay enthielt 
sn-1-Palmitoyl-Lysophosphatidylcholin (30 nmol) als Acyl-Akzeptor, DTNB (50 nmol) 
und 20 nmol eines der folgenden Acyl-CoAs: Myristoyl-CoA (14:0-CoA), Palmitoyl-CoA 
(16:0-CoA), Palmitoleoyl-CoA (16:1-CoA), Stearoyl-CoA (18:0-CoA), Oleoyl-CoA 
(18:1-CoA), Linoleoyl-CoA (18:2-CoA), Dihomo-gamma-linolenoyl-CoA (20:3-CoA) 

25 Oder Arachidonyl-CoA (20:4-CoA) in 1 ml 50 mM Phosphatpuffer, pH 7,2. Die Reaktion 
wurde durch Zugabe mikrosomaler Membranpraparation gestartet. Die Menge zuge- 
gebener mikrosomaler Membranenpraparation betrug 5 ug (Mortierella und Sonnen- 
blume) bzw. 30 ug (Leinsamen). Das in der Reaktion freigesetzte CoA wurde mit Hilfe 
der Anfangssteigung und des Extinktionskoeffizienten von 13,6 mM-1 x cm-1 bei 

30 409 nm quantifiziert. 

In Figur 12 und Tabelle 7a und 7b sind die LPCAT-Aktivitaten von Mortierella, Sonnen- 
blume und Leinsamen bei verschiedenen Acyl-CoA-Sustraten dargestellt. 

Die Ergebnisse zeigen, dass LPCAT in mikrosomalen Membranen von Sonnenblume 
und Mortierella wesentlich aktiver ist als bei Leinsamen (siehe Tab. 10a und 10b). 
35 Mortierella LPCAT setzt neben 1 8:1 (1 00 %) auch 1 8:2 (40%), 20:3 (85 %) und 20:4 
(90%) sehr effizient um. Gesattigte Fettsauren werden quasi nicht umgesetzt (relative 
Aktivitat kleiner 25 %). 

Sonnenblumen LPCAT setzt Oleoyl-CoA und Unoeoyl-CoA ahnlich gut um (100 % 
bzw. 120 % relative Aktivitaten). Palmitoyl-CoA und Stearoyl-CoA sind schlechte 
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Substrate (relative Aktivitat kleiner 20 %). 20:3-CoA und 20:4-CoA werden quasi nicht 
umgesetzt (relative Aktivitaten kleiner 5 %). 

Ahnlich verhalt sich LPCAT aus Leinsamen: Oleoyl-CoA und Unoleoyl-CoA werden 
gleichermaBen gut umgesetzt, hingegen konnte fur 20:3-CoA und 20:4-CoA keine 
5 LPCAT-Aktivitat nachgewiesen werden. 

Diskussion der Daten zur Acyl-CoA-Spezifitat von GPAT, LPAAT und LPCAT 

Die Substratspezifitat von G3P acylierenden Enzymen wurde intensiv untersucht, um 
den Mechanismus der Verteilung von Fettsauren in Phospholipiden und Triacylglycerin 
zu verstehen. Mikrosomale GPAT von Saugetieren verwendet gesattigte und unge- 

10 sattigte Acyl-CoAs (Yamada & Okuyama, 1 978; Haldar et al., 1979; Tamai & Lands, 
1974). Gleiches wurde fur pflanzliche mikrosomale GPATs gezeigt (Frentzen, 1993; 
Bafor et al. 1990). Jackson et al. (1998) zeigten auBerdem, dass weder GPAT noch 
LPAAT des Pilzes Mucor circinelloides eine ausgepragte Substratspezifitat fur Acyl- 
CoAs aufweist. Gesattigte wie ungesattigte Fettsauren werden bei Mucor an beiden 

1 5 Posrtionen acyliert. Eine gereinigte GPAT der Membranfraktion von Mortierella 

ramanniana zeigte jedoch eine Ware Praferenz fur Oleoyl-CoA gegenuber Palmitoyl- 
CoA (Mishra & Kamisaka, 2001). 

Um zu untersuchen, ob GPAT in mikrosomalen Membranen von Mortierella, Sonnen- 
blume und Leinsamen eine starke Spezifitat fur bestimmte Acyl-CoA Spezies aufweist, 

20 wurden einzelne Acyl-CoAs den Mikrosomen zugesetzt. Die GPAT von Mortierella 
weist insofern Ahnlichkeit zu anderen pf lanzlichen, tierischen und pilzlichen GPATs 
auf , als sie eine breite Spezifitat fur Acyl-CoAs hat, d.h. gesattigte und ungesattigte 
Fettsauren werden an der sn-1 Position von G3P acyliert. Auch die GPATs von 
Sonnenblumen und Leinsamen mikrosomalen Membranen verwenden gesattigte und 

25 ungesattigte Acyldonatoren, in ahnlicher Weise, wie dies fur Farberdistel und Turnip 
rape (Bafor et al., 1990) gezeigt wurde, allerdings mit einer Praferenz fur ungesattigte 
Fettsauren. Generell istdie Mortierella GPAT weniger diskriminierend wie das Sonnen- 
blumen- und Leinsamenenzym. Auffallig ist allerdings, dass Sonnenblumen und Lein- 
samen GPATs Arachidonyl-CoA quasi gar nicht umsetzt, wogegen das Mortierella- 

30 Enzym Arachidonyl-CoA sehr effizient acyliert. 

Im zweiten Acylierungsschritt ist LPAAT von Mortierella, Sonnenblume und Leinsamen 
aktiv mit sn-1-Oleoyl Lysophosphatidsaure als Acylakzeptor. Ahnlich der GPAT weist 
auch LPAAT von Mortierella eine breite Spezifitat fur Acyl-CoAs auf. Diese Daten sind 
ahnlich denen aus Meerschweinchen und Rattenleber Mikrosomen, wo mit Ausnahme 

35 von Stearoyl-CoA LPAAT alle Acyl-CoAs mit 1 6 und 1 8 C-Atomen, unabhangig vom 
Sattigungsgrad verestert (Hill und Lands, 1968). In der vorliegenden Arbeit zeigten die 
Sonnenblumen- und Leinsamen-LPAATs eine starke Spezifitat zu Linoleat und Oleat. 
Gesattigte Fettsauren hingegen wurden kaum umgesetzt. Diese Daten stimmen uber- 
ein mit der Beobachtung, dass bei den meisten Olsaaten LPAAT eine hohere Spezifitat 

40 fur ungesattigte Fettsauren zeigen (Griffiths et al., 1 985; Ichihara et al., 1 987). Bei 
Sonnenblume und Leinsamen ist Arachidonyl-CoA auch fur LPAAT ein schlechtes 
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Substrat. Verglichen mit GPAT 1st die LPAAT-Aktivitat von Sonnenblume und Lein- 
samen aber etwas hoher. 

Die Spezifitat von LPCAT in mikrosomalen Praparationen von Mortierella und Sonnen- 
blume wurde ebenfalls untersucht. In Mortierella zeigte LPCAT ein breites Spektrum 
der Substratspezifitat auf. Die Aktivitat des Enzyms mit verschiedenen Acyl-CoAs 
nahm in der Reihenfolge 18:1-CoA > 20:4-CoA > 20:3-CoA > 16:1-CoA > 18:2-CoA ab 

1 1 L^at I" 6 " Und L0insamen zei 9t e k aum Aktivitat mit 20:3 und 204- 
CoAXPCAT in Rinderhirn-Mikrosomen zeigten auch eine schwache Aktivitat mit 
gesattigten Acyl-CoAs und eine groBere Aktivitat mit Linoleoyl- und Oleovl-CoA fDeka 
eta.., 1986). LPCAT von Rinder-Herzmuskel-Mikrosomen aLptieren ^nen^oBen 
Bereich yon Substraten, obwohl die Aktivitat besonders hoch mit Arachidonyl- 
bnoleoyl- und Oleoyl-CoA-Substraten ist (Sanjawara et al. f 1988). In Pflanzen wurde 

^f C ioff^ Und Se ' ektiVltat V ° n LPCAT in Mikrosomen von Farberdiste. ™tymne 
et aJ 1983; Grrffrth et al., 1985) und Leinsamen (Stymne & Stobart, 1985a) untersuTht 
Oleat und Linoleat wurden mit ungefahr der gleichen Umsatzrate an die sn-2-Position 
von PC acyliert. Die Aktivitat mit alpha-Linoleat betrug nur etwa die Halfte. Palmitat und 
Stearat waren wesentlich schlechtere LPCAT-Substrate, wenn sie als einzelne Acyl- 
CoAs angeboten wurden. Wurde eine Mischung aus gesattigten und ungesattigten 
Acy -CoAs angeboten, so wurden Palmitat und Stearat vollstandig vom PC ausqe- 
schlossen Auch LPCAT in mikrosomalen Membranen von Mucor circinelloides ver- 
wendet Oleoyl- und Linoeoyl-CoA wesentlich effizienter als gesattigte Fettsauren. Es 
gib : also eine groBe Ubereinstimmung bei der Spezifitat von pflanzlicher, tierischer und 
p..zhcher LPCATs. Die Tatsache, dass LPCAT aus mikrosomalen Membranen von 
Momerella nur e.ne schwache Aktivitat mit Stearoyl-CoA und eine gute Aktivitat mit 

2 'sub^t mr°n ° y, ; C0A k6nnte dafauf hinweisen « dass Phosphatdylcholin 

als Substrat fur Desaturasen dient. Es wurde demonstriert, dass Oleat an der sn-1 

und der sn-2 Position von PC als Substrat far die A-12-Desaturase in Olsaaten dient 
(Stymne & Stobart 1986; Griffiths et al., 1988). Ahnliche Ergebnisse wurden fiir Mucor 
arcnel lo.des benchtet (Jackson et al., 1998). Die A-6-Desaturase verwendet auch 
Linoleat and der sn-2 Position von PC in mikrosomalen Membranpraparationen von 
h 6t a '- 1 " 8) - AU0h dle ^"Desaturase von Borretech verwendel 

sss sfisr sn_2 posrtion des phospho,ipids <stymne & st ° bart - 

Die in Beispiel 6 beschriebenen Ergebnisse zeigen, dass Acyltransferasen von 
Sonnenblume und Lein LCPUFAs wie Dihomo-v-Linolenat und Arachidonat nicht 
effizient in d.e Membran- und Speicherlipide einbauen konnen. Obwohl LCPUFAs in 
Olsaaten wie Sonnenblume, Lein oder Soja produziert werden konnen, indem die 
entsprechenden Biosynthesegene funktional exprimiert werden, ist davon auszugehen 
dass die gebildeten LCPUFAs aufgrund fehlender Acyltransferase-Aktivitaten nicht 
effizient in Tnacylglycerin eingebaut werden, was zu einem niedrigen Ertrag fuhrt 
Zusatz ,ch zu LCPUFA-Biosynthesegenen (z.B. Desaturasen und Bongain oder 
, ^S ,d Tl mQsSen also Acytransferasen mit einer hohen Spezifitat fur 
LCPUFA-CoAs in Olsaaten transformiert werden. Hierfur eignen sich Acyltransferasen 
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von LCPUFA-produzierenden Organismen wie Mortierella, Phaeodactylum, Crypthe- 
codinium, Physcomitrella, Euglena und Thraustochytrium. 

Tabelle 7a und 7b geben die Aktivitat und Acyl-Spezifitat von Lein, Sonnenblume und 
Mortierella alpina Acyltransferasen wieder. 



5 Tabelle 7a: Aktivitat und Acyl-Spezifitat von Lein- und Sonnenblume- Acyltrans- 
ferasen 



Enzymaktivitat 


Lein 


Sonnenblume 


GPAT 


LPAAT 


LPGA 
T 


GPAT 


LPAAT 


LPCA 
T 


Rate (nmol/min/mg protein) 
des Olsaure-Einbaus 


6 


25 


9 


13 


28 


360 
















Prozentualer Einbau im Vergleich zum C 


Xsaureeinbau 


Myristoyl-CoA 


100 


30 


0 


57 


16 


1 


Palmitoyl-CoA 


90 


25 


5 


64 


15 


13 


Palmitololeoyl-CoA 




140 


180 




140 


90 


Stearoyl-CoA 


65 


30 


15 


40 


14 


18 


Oleoyl-CoA 


100 


100 


100 


100 


100 


100 


Linoleoyl-CoA 


90 


120 


100 


85 


250 


120 


20:3-CoA 






0 


55 




3 


Arachidonoyl-CoA 


5 


19 


0 


23 


18 


4 
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Tabelle 7b: Aktivitat und Acyl-Spezifitat von Mortierella alpina 
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-Acyltransferasen 



Enzymaktivitat 


Mortierella alpina 


GPAT 


LPAAT 


LPGA 
T 


Rate fnmol/m in/mo oroteirrt 
des Olsaure-Einbaus 


30 


51 


350 


Prozentualer Einbau im Verale 


ich zum C 


)lsaureeinbau 


Myristoyl-CoA 




55 


0 


Palmitoyl-CoA 


66 


40 


25 


Palmitololeoyl-CoA 




70 


60 


Stearoyl-CoA 


50 


36 


10 


Oleoyl-CoA 


100 


100 


100 


Linoleoyl-CoA 


90 


90 


40 


20:3-CoA 


80 


65 


85 


Arachidonoyl-CoA 


75 


65 


90 | 



Beispiel 7: Positionsanalyse der Lipids von Thraustochytrium 

5 In Beispiel 6 wurde gezeigt dass LCPUFA-Produzenten wie Mortierella Qber mem- 
brangebundene Acyltransferase-Aktivitaten verfiigen, die LCPUFA-CoAs in Membran- 
und Speicherlipide einbauen. Durch Positionsanalysen der Lipide von LCPUFA-Produ- 
zenten kann man Riickschlusse auf die in-vivo-Aktivitaten der einzelnen Acyltrans- 
ferasen Ziehen. Daher wurde im folgenden untersucht, welche Fettsauren an den 
1 0 einzelnen Positionen der Lipide des DHA-Produzenten Thraustochytrium verestert 
sind. 

a) Kultivierung von Thraustochytrium spec.(TS) ATCC 261 85 

Die Kultivierung des Pilzes TS erfolgte in TS-RCissigkultur und durch Ausstreichen auf 
TS-Platten. Alle drei Wochen wurden die Pilze auf neue Platten Oberimpft, zwei Tage 
15 bei 28°C gelagert und anschlieBend bei RT (ca. 23°C) aufbewahrt. Die Fliissigkultur 
wurde bei 30°C unter Schutteln inkubiert und nach 6 Tagen geerntet Das Schutteln 
der Kultur unter Lichteinstrahlung erhoht die Lipidausbeute (Daten nicht gezeigt). 
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I) TS-Medium: (Bajpai et al. (1991) JAOCS 68: 507-514) 
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a)10xL6sungA(g/l): 

250 g/l NaCI 

50 g/l MgS0 4 -7H 2 0 

5 10 g/l KCI 

20 g/l Na-Glutamat 

2 g/l (NH4) 2 SC 4 

20 g/l Glucose 

Losung autoklavieren. 

10 b) 1 0x Losung B (g/l) 

200 g/l Glucose 
20 g/l Hefeextrakt 

Losung B wurde sterilfiltriert. 

c) 10x Losung C (g/l) 

15 2 g/l CaCQ 3 



Zum Losen des CaC0 3 wurde die Losung mit HCI angesauert und anschlieBend 
autoklaviert. 



d) 10x Losung D (g/l) 

1 g/l KH 2 P0 4 
20 1 g/l NaHC0 3 

Die Losung wurde autoklaviert. 

Suplemente: Thiamin und Vitamin B| 2 

Zu 600 ml autoklaviertem dest. Wasser wurde je 100 ml der 10x Losungen a) bis d) 
und 10 ng/l Thiamin und 1 ]ig/l Vitamin Bi 2 zugegeben 

25 b) Lipidanalyse von Thraustochytrium (Bligh & Dyer (1959) Canadian J. Biochem. 
37: 911-917) 

Zur Extraktion der Gesamtlipide aus TS in Flussigkultur wurden diese durch Zentri- 
fugation bei 3000g fur 10 Minuten sedimentiert. Nach Resuspension der Zellen in 10 ml 
0,45% NaCI wurden diese fur 10 Minuten im Wasserbad gekocht. Nach einem weiteren 
30 Zentrifugationsschritt (wie oben) der in 40 ml-Schliffglaschen umgefullten Suspension 
wurde das Sediment in Trichlormethan/Methanol 1 :2 (v/v) aufgenommen. Dabei 
richtete sich das Volumen des Losungsmittelgemisches nach dem Volumen des 
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Sedimentes. Im allgemeinen wurden fur die Extraktion einer 100 ml-Kultur 10 ml des 
Gemisches bendtigt. Die erste Extraktion fand fur mindestens 6 Stunden, zumeist 
allerd.ngs uber Nacht bei 8*C auf einem Schuttler statt. AnschlieBend wurden die 
Zellreste emeut sedimentiert und der Oberstand wurde bei 8°C aufbewahrt Die zweite 
Extra_kt.on fand entsprechend der Ersten, allerdings mit TrichlormetharVMethanol 2-1 
(v/v) uber Nacht statt. Nach der zweiten Extraktion wurden die Zellreste emeut ' 
sed.ment.ert und der Uberstand wurde mit dem der ersten Extraktion vereinigt Die 

Ztfn^ T den dann aUf das Verh a'tnis Trichlormethan/Methanol/0,45 % 
NaCI 2:1:0,7 e.ngestellt und geschuttelt. Dabei werden nicht erwiinschte, coextrahierte 
Substanzen w.e Zucker ausgeschuttelt und gelangen in die wassrige Phase. Daraufhin 
wurde der Extrakt bis zur Phasentrennung zentrifugiert, die organische Unterphase 

ftiTrlT "h J U L Befre ! Un9 V ° n Scnwebstoff ^ clurch Watte in einen Rundkolben 
tttnert. Der Up,dextrakt wurde am Rotationsverdamfer bis zur Trockene eingeengt 
d.e Gesamthp,de wurden in TrichlormetharVMethanol 2:1 (v/v) und in ein Schliffglas- 
rohrchen uberfuhrt. Dann wurde der Extrakt unter Stickstoff emeut bis zur Trockene 
emgeengt und abschlieBend in TrichlormetharVMethanol 2:1 (v/v) in einem definierten 
Volumen aufgenommen. 

c) Lipidanalyse aus Thraustochytrium-Membranen 

IS °n !«7^i^° Ch ^ riUm " Membranen wurden ln ein Schliffrohrchen uberfuhrt und 
in 0,45 /o NaCI aufgenommen und im Wasserbad 5 Minuten lang aufgekocht urn 
Ipdabbauende Enzyme zu inaktivieren. Nach Zentrifugation (5 Minuten, 3000 x g) 

^,nl f Ub ? rctand dekantiert - Dle Extraktion der U P' de « rf o'9te eine 

SSfiES J ! ^"^^^thanol (2:1). Nach Zugabe von 1/3 Volumen 
™™ f I WUtden d ' e Pr0ben zur besseren Phasentrennung zentrifugiert (5 Minuten 
3000 x g) D.e untere, lipidhaltige Phase wurde entnommen und unter vJu5n*£? 
engt. D.e L.p.de wurden in einem geeigneten Volumen Trichlormethan aufgenommen. 

Im direkten AnschluB wurden die Lipide auf Kieselgelplatten (Kieselgel 60, 20 x 20 cm 
0,25 mm Sch,chtdicke; Merck, Darmstadt) zur dunnschicht-chromatographischen 
Trennung der Phospholipide mit geeigneten Standards aufgetragen. Als Laufmittel 
wurde TnchlormetharVMethanol/Eisessig^aO 91/30/4/4 (v/v/v/v) verwendet. Die Lauf- 
?V n TS i ^ Eindam P fen des Ldsungsmittels wurden die Platten mit 

UV^UchXnS ^ °' 3% IS °- Pr ° Pan0,) ~ Und 

d) Lipaseverdau der Thraustochytrium-Gesamtlipide 

Der enzymatische Verdau erfolgt mittels Pankreaslipase (EC 3.1.1.3). Die hydro- 
lybsche Spaltung erfolgt an der Phasengrenze zwischen Fett und Wasser, wobei das 
Enzym ,n Tnacylglycerolen (TAGs) spezifisch die randstandigen Esterbindungen in 
sn-1 und sn-3-Pos.t.on angreift. Intermedin werden 1,2- und 2,3-Diacyl-sn-glycerole 
angere.chert d.e anschlieBend zu sn-2 Monoacylglycerolen weiter verdaut werden 
Nach dunnsch.chtchromatographischer Auftrennung und Gewinnung der sn-2 Mono- 
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Po^™tmT° n Fettsaure - Zusamm ensetzung der TAGs in der mittleren 

In ein Glasschliffrohrchen wurden 50 mg des Gesamtlipides eingewogen. Nach Zusatz 
von 0 5 ml Tns-Puffer, 0,1 ml CaCI 2 -L6sung und 0,25 ml GaHensalzlosung (0,05 % 
(w/v) Gallensalz; Sigma, Deisenhofen) wurde das Schliffrohrchen verschlossen Das 

wl^ZTj^ IZ MinUte ' an9 durchmisch * anschlieBend elne Minute in einem 
Wasserbad be. 40°C vortemperiert, urn die Probe zu emulgieren. 

Die Hydrolyse erfolgte nach Zusatz von Pankreaslipase (EC 3.1.1.3; Sigma, Deisen- 

un?h;LTi^« I Pr ° 5 mQ , Um ^ friSCh 96,6st in °' 5 ml Tns-Puffer) bei 38°C 
und hoher Schuttelfrequenz (moglichst 1200 U/min). Nach 30 Minuten wurde die 
Reaktion durch Zusatz von 1 ml HCI (6 N) und 1 ml Ethanol abgebrochen. 

^t R n a a ^° nS9 ! m i SCh r rde im 2entrtfu 9englas 2 mal mit je 4 ml Dietylether extra- 
h.ert. Dabe, wurde d.e obere etherische Phase abgenommen. Die verbleibende 
wassnge Phase wurde erneut mit Diethylether extrahiert Die Entstehung von Emul- 
s.onen wurde be. jedem Extraktionsschritt zusatzlich durch Zentrifugation unterbunden 
D.e vere.n.gten etherischen Phasen wurden durch aussch0tte.n mit je 3 ml Wasser 
West) gewaschen. Die organische Phase wurde in ein neues Rohrchen iiberfuhrt und 
m.t Na numsulfat getrocknet. Nach 2-minutiger Zentrifugation bei 3000 x g wurde der 
nL^H 6 ^ a K b9enommen und das Natriumsulfatpellet erneut mit Diethylether aus- 
E£S2lT °T U ^ 9e9eben ^ntrifugiert und die organischen Phasen vereinigt. 
E^r.^ 9 . f f*™*™*™ "nter Vakuum wurde im direkten Anschluss der 
D^ml ri I K,eS ! ,9e,p,atten < Kiese, 9 el »• 20 x 20 cm, 0,25 mm Schichtdicke; Merck, 
Darmstadt) zur dunnsch.cht.chromatographischen Trennung der Partialglyce ide auf 
getragen. Ms Laufmittel (mobile Phase) wurde DiisopropyleLr-Eisessig 40 ZT 
verwendet. D.e Laufzeit betrug 35-15 Minuten. Nach Verfiuchtigung des L6sungsmittels 
Z^n^V ^ 2 ' 7 '- Dlchl ^^escein (Merck, Darmstadt; in 0,3% iso Propan 
ol) angefart) und unter UV-Licht sichtbar gemacht. Die einzelnen Lipidfraktionen 
wurden m folgender Reihenfolge aufgetrennt: Monoacylglycerole (sn-2 MAGs un- 

s^t:: 6 ZT m T' Dlac ^ cerole C^l* undsr>2,3-DAGs)Te7eFeS- 
sauren (FFA) und die nicht umgesezten TAGs. 

Die MAG-Bande wurde von der Kieselgelplatte abgekratzt. Die Bestimmung der Fett- 
saurezusammensetzung der TAGs erfolgte durch Transmethylierung und anschlieBen- 
der gaschromatographischer Auftrennung der Fettsaure-Methylester (FAME) 



Tris-Puffer: 



1M Tris/HCI, pH mit HCI auf 8,0 einstellen 

CaCI-Losung 

2,2% (w/v) CaCI 2 
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e) UpaseverdauderThraustochytrium-Membranlipide (Fischer etal., 1973) 

s °n e p P pf TT** ^ Membran «P'de erfolgte durch enzymatische Hydrolyse der 
sn-2-Esterbindung mit Phospholipase A 2 (EC 3.1.1 .4). nyaroiyse der 

5 ^e^Z^nTn Unt6r V3kUUm ein ^ "* 0,5 ml Hydrolyse- 

e S^l 5 7 min f 9 m,t dem Ultraschallstab dispergiert. Die Hydrolyse 

d ? m °z n j sche u : terphase wurde in e,n neues GefaB « tSSSSS*- 

dampfer e.ngeengt und in 200 # Trichlormethan/Methanol 2:1 (^) a^ommen 

^ESSST? - '" ,eressante wurden von der KieselgelpiSe 

kratzt, transmethyl,ert und anschlieBend am Gaschromatographen analyaiert 

Hydrolysepuffer 

0,1 M Borsaure, pH 8,0 
20 3mM CaCI 2 

1,4 mM Na-Desoxycholat 



25 



0 Transmethylierung von Fettsauren mit Na-Methylat (nach Luhs) 
Otfanphase Obergehen. Naondem sich die Phaaen deutw^nm hattenl^e 



IMa-Methylatlosung 



XtnTn^dLlT^, " 800 Melhan0 ' <99%) mmels Magnetruhrer be, 50-C 
geiost und nach dem Abkuhlen mit iso-Octan auf 1000 ml aufgefOIH. 
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g) Methylierung freier Fettsauren mit methanolischer Schwefelsaure 

In einem Pyrexrohrchen mit Gewindedeckel wurde 1 ml 1 N methanolischer Schwefel- 
saure zu dem eingeengtem Lipidextrakt zugegeben. Der Ansatz wurde eine Stunde 
lang bei 80°C inkubiert. Nach kurzem Abkuhlen wurde der Ansatz mit 1 ml 0,9% NaCI 
5 versetzt und durchmischt. AnschlieBend wurde gleiches Volumen Hexan zugegeben, 
gut gemischt und der Ansatz bei 4°C, 30 Minuten lang bis zur Phasentrennung 
inkubiert. Die obere Hexanphase wurde in ein GC-Glaschen uberfQhrt und am 
Gaschromatographen analysiert. 

Methanolische Schwefelsaure 

10 Zu 100 ml Methanol (wasserfrei) wurden mit 2 ml Dimethoxypropane und 0,5 M H 2 S0 4 
zugegeben. 

h) Gaschromatographische Analyse 

FOr die GC-Analysen wurden folgende Parameter des gaschromatographischen 
Systems eingehalten: 

15 Geratetyp HP 6890 GC 

Injektor HP GC Injector 

Detektor Flammen lonisations Detektor (FID), Temp. 250°C 

Saule J&W DW23 50% Cyanopropyl/methylsiloxane, 30 m, 
0,5 mm Durchmesser 

20 Ofentemperatur 220°C 

Tragergas Wasserstoff 

Autosampler HP 7673, Einspritzmenge 1 fjj Probe 



i) Die Lipidanalyse der Thraustochytrium-Lipide lieferte folgende Ergebnisse 

25 



Lipidfraktion 


Fettsaurezusammensetzung 




16:0 


22:3 w -3 


22:4 U) -3 


22:6 oj -3 


TAG gesamt 


24% 


12% 


31 % 


23 % 


TAG sn-2 1 


21 % 


26% 




43% 


Membranlipide gesamt 


16% 


13% 




23% 


Membranlipide sn-2 


34% 


18% 




36% 



10 
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Die Ergebnisse zelgen, dass Thraustochytrium einen hohen Gehalt an DHA in seinen 

dar unn teTl A neb6n Pa ' mitat dle Hauptkomponente der Triacylg.yero.e 

dar und ist die dom.nierende Fettsaure der Membranlipide. Auffallig ist, dass DHA an 
der sn-2 Posrtion sowohl des Triacylclycerols als auch der Membranlipide deutlich 
angereichert ist: 36-43% der Fettsauren an der sn-2 Position ist DHA. Aufgrund dieser 
Daten kann man davon ausgehen, dass Thraustochytrium uber eine aktive LPAAT 
verfugt, die eine hohe Spezif itat f Or DHA-CoA aufweist 

Beispiel 8: Isolierung von Gesamt-RNA und poly(A) + -RNA 

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus Pflanzen wie Lein und Raps etc. erfolgte nach 
einer be. Logemann et al. beschriebenen Methode (Anal. Biochem. (1987) 163- 21) 
Aus dem Moos Physcomitrella patens kann die Gesamt-RNA aus Protonema-Gewebe 
nach dem GTC-Verfahren (Reski et al. (1994) Mol. Gen. Genet. 244: 351-359) 
gewonnen werden. ' 

a) RNA Isolierung aus Thraustochytrium, Cryptecodinium und Shewanella: 

HSH A,9en P rc ; ben <- 70 ° c ) wurd «n in einem eiskaltem Morser unter FIGssig- 
S«S lver D z / ! rreiben - 2 Homogenisationsmedium (12,024 g 

Pn^f ;«?n m ' l M J r,s " RC1 ' P H 9 (0.2 M); 12,0 ml 5 M NaCI (0,3 M), 8,0 ml 250 mM 
h m 6 fi" 9 EGTA ' 4 °'° m ' 10% SDS wurden auf 200 m ' H 2 0 aufgefullt und 

h!» r ^ a rl 8,5 T n9eSteHt) ^ 4 V ° ,Umen Phen °' mit °' 2% Mercaptoethano. wurden 
be 40-50 C : unter gutem Mischen zu gefrorenem Zellpulver gegeben. Danach wurden 

100 0 r^?n r ?" ZUfQ _ 9en und f0r 15 min ™»B gerOhrt. Es wurde 10 min bei 

1h 22? ? ? ??u, Und d ' e WaSSri9e Phase m p henoI/Chloroform (2Vol/2Vol) und 
abschhel3end mit Chloroform extrahiert. 

Das erhaltene Volumen der wassrigen Phase wurde mit 1/20 Vol 4 M Na-Acetat (pR 6) 
und 1 Vol Isopropanol (eiskalt) versetzt und die Nukleinsauren bei -20°C UN (= uber 
Nacht) gefal It. Es wurde 30 min bei 10000 g zentrifugiert und der Uberstand abge- 
sogen. Es folgte ein Waschschritt mit 70% EtOH und erneute Zentrifugation. Das 
Sediment wurde in Tris-Borat-Puffer (80 mM Tris-Borat-Puffer, 10 mM EDTA pH 7 0) 

^ Ub6rStand mit 1/3 V °' 8 M UCI Versetzt ' 9emisc "t 30 min be! 40C : 
inkubiert Nach emeutem zentrifugieren wurde das Sediment mit 70% Ethanol 
gewaschen, zentrifugiert und das Sediment anschlieBend in RNAse-freiem Wasser 

QGIOSt. 

Die Isolierung yon poly^RNA erfolgte unter Verwendung von Dyna Beads (Dynal 
Oslo, Rnnland) nach den Anweisungen im Protokoll des Herstellers. 

Nach der Bestimmung der RNA- oder po^AH-RNA-Konzentration wurde die RNA 
Sf^f. v °n 1/10 Volumlna 3 M Natriumacetat, pH 4,6, und 2 Volumina Ethanol 
gefallt und bei -70°C aufbewahrt. 
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Fur die Analyse wurden jeweils 20 ug RNA in einem FormaJdehydhaltigen 1,5%igen 
£2L- * "7*?%"* Ny '° n Memb ^nen (Hybond, Amersham) OberS 
S P ^oo C ? e A r Transkri P te w "rde wie bei Amasino beschrieben durch 
gefuhrt (Amasino (1 986) Anal. Biochem. 1 52: 304). 

5 Beispiel 9: Konstruktion von cDNA-Banken 

Zur Konstruktion der cDNA-Banken aus Physcomitrella, Thraustochytrium und 
Fusanum wurde die Erststrangsynthese unter Verwendung von Reverser Transkriptase 
aus Maus-Leukame-Vlrus (Roche, Mannheim, Deutschland} und Oligo-d(T) Primem 
die Zweitstrangsynthese durch Inkubation mit DNA-Polymerase I Klenow-EnzZ?mA 
10 RNAse H-Spa.tung bei 12»C (2 Std.), 16°C (1 Std.) und~ £Z?Z^£L 

ZZf n n , !<Ubati0n b6i 6500 (1 ° min > 9 est W «d aLhlfeLd auf Eis 
uberfuhrt. Doppelstrang.ge DNA-Molekiile wurde mit T4-DNA-Polvmerase mocri 

TTp^cTV 30 m J n> mit9 ' atten End6n VerSehe " ^ ^^Sn 6 ' 
15 t^K^M^T'^™" UPd Se P^ex-G50-2entrifugiersau.en entfernt. 
15 EcoRI/Xhol-Adapter (Pharmacia, Freiburg, Deutschland) wurden mittels T4-DNA- 

Ligase (Roche, 12°C, Qber Nacht) an die cDNA-Enden ligiert, mit Xhol nactgeschnitten 
und durch inkubation mit Polynukleotidkinase (Roche, 37»C, 30 mh^SSSl^ 

fen d N ?m 7 ^ TrennUn9 3Uf 6inem ^-Memng-Agarose Gel untTr^or- 
on fen rf DNA - f M °tekule uber 300 Basenpaaren wurden aus dem Gel eluiert, phenol-eTa- 
20 hiert, auf But,p-D-Saulen (Schleicher und SchQII, Dassel, Deutschland) konzen^Z 
ptaL^ T" ^ in » ambda -ZAP»-Phagen Oder lambda-ZAP-E^ 
Phagen unter Verwendung des Gigapack Gold-Kits (Stratagene, Amsterdam Nieder- 

be" 0 rg\3e C n Materia ' *" VerWendei " nd seine AnwelLgen 

25 Beispiel 10: DNA-Sequenzierung und Computeranalyse 

cDNA-Banken wie im Beispiel 9 beschrieben, wurden zur DNA-Sequenzierunq nach 
Standardverfahren, insbesondere durch das KettenterminationsverS 
wendung des ABI PRISM Big Dye Terminator Cycle Sequencing ReadrReaSton Kit 
(Perkin-Elmer, Weiterstadt, Deutsch.and), verwendet. D?e ^ 
30 vereinzelter Klone wurde ansch.ieBend an die preparative Plasmidgewinnung aus 

^StZ" T ^^^^ Und R ^nsformation von SmOB a" 
Agarpiatten durchgefuhrt (Einzelheiten zu Material und Protokoll von Stratagene 

^ZTl N nf erla p de> h P,asmld - DNA «»* aus Ober Nacht ge^eSf E co.i- 
35 Harhnr? ♦ ^^J"* <^ne Sambrook et al. (1 989) (Cold Spring 

a£Z dma P 0 ^ r f S: ,SBN °- 87969 " 309 -6)) geziichtet worden waren, an einem 

vtr^endef Se ^*erpnmer mit den folgenden Nukleotidsequenzen wurden 



5'-CAGGAAACAGCTATGACC-3' 
5-CTAAAGGGAACAAAAGCTG-3' 



WO 2004/087902 PCT/EP2004/003224 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



5-TGTAAAACGACGGCCAGT-3' 



Die Sequenzen wurden unter Verwendung des Standard-Softwarepakets EST-MAX 
das kommerz,ell von Bio-Max (Munchen, Deutschland) geliefert wird p^TssieTund 
annot.ert. Durch Nutzung von Vergleichsalgorlthmen und unter Verwend^nel 
Suchsequenz wurde mlt Hitfe des BLAST- Programms nach homolog^n GeneTgesucht 
(Altschul et al. (1997) "Gapped BLAST and PSI-BLAST: A new generationXoSr 
database search programs", Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402) 

Beispiel 11: identifikation von Genen mittels Hybridisierung 

SSTSE^^ Identifikation homologer Oder heteroioger Gene aus 

cuna- Oder genomischen Banken verwenden. 

Homoioge Gene (d.h. Volllangen-cDNA-Klone, die homolog sind, Oder Homoloqe) 

?nnnnn h" c n '?^ J * ° aCh der H§uf '9 keit des G ^s von Interesse werden 
n^uZJ^T H 0 t ante Bakteri °P ha 9 en und auf eine Nylon- 

2T£5i uv v« ? Denaturierun 9 mit Alkali wlrd die DMA auf der Membran 

z.B durch UV-Vernetzung .mmobilisiert. Die Hybridisierung erfolgt bei hochstrinqenten 
Bed.ngungen. In wassriger Losung werden die Hybridisierung und die y^SSST 
™- ,0nenstari l e von 1 M NaCI «d einer Temperatur von 68'C durchgef Qhrt 
SESEZT^ Wl * n Z dUrCh MarWerun 9 mjtte,s ^dioaktiver (32P) Nick- 

R ° Che ' Mannheim ' inland) hergeste.lt Die Signale 
werden mittels Autoradiographic nachgewiesen. 

Partial homoioge Oder heterologe Gene, die verwandt, aber nicht identisch sind 

iSZSUn ^ ^ beschriebe ™ v ^h™ u* Verwendung n^edrig- 
strmgen ter Hybr,d.s,erungs- und Waschbedingungen identifizieren. Fur die wassrioe 
Hybr.d,s.erung wurde die lonenstarke gewohn.ich bei 1 M NaCI gehalten wobeTdfe 
Temperatur nach und nach von 68 auf 42»C gesenkt wurde. 

Die Isolatierung von Gensequenzen, die nur zu einer einzelnen Domane von bei- 
sp.elswe.se 10 bis 20 Aminosauren Homologien aufweisen, laBt afcS^Je^ 
wendung synthetischer, radioaktiv markierter Oligonukleotidsonderdumn^hren 
Rad,oakt,v markierte Oligonukleotide werden mittels Phc^phorvliemng^lndes 
zwe.er komplementarer Oligonukleotide mit T4-Polynukleotidkinase hergestellf Die 
komplementaren Oligonukleotide werden aneinander 

T?" 1 ^ "V* 1 ****" Konkatemere werden beispUv^se 
durch N.cktransknpt,on radioaktiv markiert Die Hybridisierung erfolgt gewLlich 

Z™T ^ B6din9Un ^ unter Verwendung hoher OligonuWeSnzen- 
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Oligonukleotid-Hybridisierungslosung: 
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6xSSC 

0,01 M Natriumphosphat 
1 mM EDTA (pH 8) 
5 0,5% SDS 

100 ug/ml denaturierte Lachssperma-DNA 
0,1% fettarme Trockenmilch 

Wahrend der Hybridisierung wurde die Temperatur schrittweise auf 5-1 0°C unter die 
berechnete Oligonukleotid-Tm oder bis auf Raumtemperatur bedeutet RT = 23°C in 

1 0 alien Experimented wenn nicht anders angegeben) gesenkt, gefolgt von Wasch- 
schritten und Autoradiographic Das Waschen wurde mit extrem niedriger Stringenz 
durchgefQhrt, zum Beispiel 3 Waschschritte unter Verwendung von 4 x SSC. Weitere 
Einzelheiten sind wie von Sambrook, J., et al. (1989), „Molecu!ar Cloning: A Laboratory 
Manual", Cold Spring Harbor Laboratory Press, Oder Ausubel, F.M., et al. (1 994) 

1 5 „Current Protocols in Molecular Biology", John Wiley & Sons, beschrieben. 

Beispiel 12: Isolierung und Klonierung eines Volllangenklons fur LPAAT aus Thrausto- 
chytrium 

Durchmustern einer cDNA-Bank von Thraustochytrium 

Entsprechend unter Beispiel 9 beschrieben, wurde eine cDNA Bank von Thrausto- 
20 chytrium erstellt. Im nachsten Schritt wurde die Phagenbank nach Herstellerangaben 
mittels eines Helferphagen in eine Plasmidbank umgesetzt. Die Plasmidbank wurde 
auf LB-Medium, 0,8 % Agar, 100 mg/ L Ampicillin ausplattiert und inkubiert. Gewach- 
sene Bakterienkolonien wurden zufallig ausgewahlt in Flussigmedium (LB, 100 mg/ L 
Ampicillin) angezogen und wie in Beispiel 10 beschrieben, einer Sequenzierung unter- 
25 worfen. 

Die erhaltenen Sequenzen wurden nach Redundanzen durchsucht und diese entfernt. 
Dadurch konnte ein Sequenzsortiment erhalten werden, dass ein Unigen-Set be- 
schreibt. Dieses Sequenz-Set wurde in die Pedant-Datenbank (Biomax AG, Martins- 
ried, Deutschland) eingelesen. Mittels BLAST Analyse anhand von konservierten 
30 Bereichen innerhalb von Acyltransferasen wurde ein kurzes Sequenzstuck mit 
niedriger Ahnlichkeit zu bekannten Acyltransferasen gefunden. Die vorhandene 
Sequenzinformation wurde verwendet, urn Primer zu generieren (LPAAT069-5' und 
LPAAT069-3*). Mit diesem Fragment wurde dann in der cDNA-Bank nach einem 
Volllange-Klon gesucht (Tabelle8). 



35 
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Tabelle 8: Sequenzen der eingesetzten Primen 

Die Schmelztemperatur T m (°C) der Oligonukleotide wurde nach Suggs et al. (1 981 ) 
berechnet: T m (°C) = 4 (G+C) + 2 (A+T) T m -Werte in Klammern beziehen sich auf 
tatsachlich bindende Nukleotide von Primern, deren Enden durch zusatzlich ein- 
5 gefuhrte Schnittstellen modifiziert wurden. 



Primer 


Sequenz 


T m (°C) 




o -va^ i AUA 1 1 fcs CCA TGQ AGC— 3 


56 


LPAAT069-3' 


5«-GCT ACA AGA GGT CAG GTC G-3* 


59 


ACtrau-5' 


5'-CTG GAT CCA TGA GCG CGT GGA CGA G-3' 


69 (52) 


ACtrau-3' 


5'-TTG GAT CCC AAG AGG TCA GGT CGG A-3* 


66 (54) 


ACtrau-3'stop 


5'-TTG GAT CCC TAC AAG AGG TCA GGT CG-3' 


66 (48) 


YES-HIS-5' 


5'-CTG AGC TCA TGA GCG CGT GGA G-3' 


69 (56) 


YES-HIS-3' 


5'-ATG GAT CCG TGA TGG TGA TGG TGA TGC AAG AGG 
TC-3' 


72(40) 



Bei den PCR-Experimenten wurden die unten angegebenen Bestandteile eines PCR- 
Standardansatzes auf Eis in ein PCR-ReaktionsgefaB pipettiert, in den Thermoblock 

1 0 gestellt und das unten dargestellte Temperaturprof il gestartet. Als Polymerase wurde 
in fast alien Fallen die Taq-Polymerase (Gibco BRL) eingesetzt. Lediglich bei Amli- 
fikationen im Rahmen der funktionalen Expression in E. coli JC201 wurde die Pfu- 
Polymerase (Stratagene) verwendet Die Zugabe der Polymerase erfolgte bei alien 
Experimenten Qber einen sogenannten "HeiBstart", bei dem das Enzym erst nach 

15 5 min Denaturierung des DNA-Templates zugegeben wird. Die Annealingtemperaturen 
(T a ) wurden 3-5°C unter der mittleren Schmelztemperatur T m der Primerpaare gewahlt. 

PCR-Standardansatz (fQr Taq-Polymerase) 

5 pi 10 x PCR-Puffer (100 mM Tri-HCI, pH 8,3; 15 mM MgCI 2 , 500 mM KCI) 
1 pi dNTP-Mix (1 0 mM dATP, dGTP, dTTP u. dCTP) 
20 1 pi Primer 1 (30 mM) 
1 Ml Primer 2 (30 MM) 
1 U Taq-Polymerase 
50-100 ng Plasm id-DNA-Template 
mit Aqua dest. auf 50 pi auffullen 



25 



15 



25 



30 



35 
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HeiBstartprogramm 

1 . Denaturierung 95°C, 5 min 

2. HeiBstart 25°C, 3 min -> Zugabe der Polymerase 

3. Denaturierung 94°C 30 s 
5 4. Annealing T m -5°C, 30 s 

5. Polymerisation 72°C, 1 - 3 min (fur 1,0 kbp ca. 60 s) 

D.e Schritte 3. bis 5. wurden 25 bis 30 mal zyklisch wiederholt. 

6. Polymerisation 72°C, 5 min 

7. Termination 4°C 

10 a) Nichtradioaktive Markierung von DNA 

DNA-Sonden wurden nichtradioaktiv mit dem "PGR DIG PROBE SYNTHESIS KIT" 
(Boehringer Mannheim) markiert. Dabei wurden DNA-Fragmente in einer PCR- 
D^D^^ Desoxyuridintriphosphat (D.G-dUTP) markiert. 

m t £2 h e D rf ° ,9te | , anSCh,ie3end mltte,s *™* Anti-Digoxygenin-Antikorpers, der 
Ztsu^L k ° njU9iert * ^ ZU9abe V ° n Che ^neszen z : oder 

Urn Hintergrundsignale zu vermeiden, die auf Vektorsequenzen zurQckzuftihren sind 

iTST^ 2UnaChSt " erSt6n PCR mlt --rkierten d N " s 
d.e gewunschte DNA amp.ifiziert, das lineare Fragment Qber ein Agarosege. gereinigt 
und a.s Template fur die eigentliohe PCR-Markierung benutzt, bei der vvieder das 
Pnmerpaar der ersten PCR eingesetzt wurde. Die Durchfuhrung der Markierungs- 
reaktion nchtete sich nach den Angaben des Herste.lers. Die gewahlten Primer 
komb.nationen srnd in der folgenden Tabelle zusammengefasst. 

Primer Sequenz 

LPAAT069-5' 5'- GOT ACA TTG CCA TGG AGC -3' 

LPAAT069-3' 5 '- GCT ACA AGA GGT CAG GTC G -3« 

b) Screening einer cDNA-Bank 

^r^T Ol ^ eine !, V0llStendl9en Kl0ns ««* eine Thraustochytrium cDNA-Bank 
erf^Tn^H m p"^ DIG ' markjerten abgesucht. Die Erstel.ung der Sonde 

s wS^bSST " 3 ' ^ LPAAT069 " 5 ' ab 9^itet von dem EST-Klon 

CDNA-Sequenz * -aglicberweise for eine LPAAT aus 

6e^er!tJLl ?c f °? ,aqU ? S aUf 10 9roBe N2 Y-P'atten, entsprechend den Angaben 

2i22SSSSr7 ) TT FOr den Transfer der Phasen auf 

lose Rlter (Hybond -C, Amersham) wurden die Filter 1 min auf die Platter, gelegt und 
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ihre genaue Lage durch 3 Einstiche mit einer KanGle markiert. AnschlieBend wurden 
die Filter mit der Abdruckselte nach oben zunachst 5 min mit Denaturierungs-L6sung 
dann 5 mm mit Neutralisierungs-Ldsung und schlieBlich 15 min mit 2 x SSC-Ldsung ' 
behandelt. Dies erfolgte auf 3 Bogen Whatman 3 MM Papier, die mit den Losungen 
getrankt waren. Nach funfminGtigem Trocknen der Filter wurde die DNA durch UV- 
Behandlung mit 0,12 Joule/cm 2 (UV-Crosslinker, Hoefer Scientific Instruments) fixiert 
Hybndisierung und kolorimetrische Detektion erfolgten mit dem "Dig System fur Filter 
Hybndisierung" von Boehringer (Mannheim) entsprechend den Angaben des He- 
rstellers. Als Hybridisierungs-Puffer wurde Standard-Puffer verwendet, wobei die 
Hybridisierung in 80 ml Hybridisierungs-Puffer mit 15 pi des Sonden-PCR-Ansatzes 
durchgefuhrt wurde. Nach erfolgter Detektion wurden die genaue Lage der Signale 
sowie die drei Orientierungspunkte der Filter auf Plastikfolien ubertragen, urn mit 
diesen als Schablone die positiven Plaques auf den Platten zu identifizieren. Diese 
wurden dann mit einem abgeflammten Korkbohrer (Durchmesser 5 mm) ausge- 
stochen, in 1 ml SM-Puffer mit 20 ul CHCI 3 QberfGhrt und die Phagen aus den Agar- 
stucken Qber Nacht bei 4°C eluiert Ein exaktes Ausstechen der Plaques war durch 
deren hohe Dichte und geringe Gr6Be kaum moglich. Daher werden in der Regel ein 
bis zwei "Rescreens" durchgefuhrt. In diesem Fall wurden die Phagenlysate mittels 
PCR und den Primern LPAAT069-3' und LPAAt-5 auf Fragmente von ca. 570 bp 
untersucht. Dazu wurden Aliquots der Phagenlysate mit EDTA (Endkonzentration 
10 mM) versetzt und daraus 1 pi fur die PCR als Template eingesetzt. Mit positiven 
Lysaten wurden in-vivo-Exzisionen nach Angaben des "ZAP-cDNA® Gigapack® II 
Gold Cloning Kit" (Stratagene) durchgefQhrt, wobei von den infizierten SOLR-Zellen 
statt der angegebenen 10-50 pi nur 2ul auf LB-Amp-Platten ausplattiert und Qber Nacht 
bei 37'C inkubiert wurden. Die Plasmide der erhaltenen Kolonien wurden direkt mittels 
PCR und den Primern LPAAT-3' und LPAAT-5' untersucht. Dazu wurden "Pools" 
erstellt, indem je 6 Kolonien mit sterilen Zahnstochem in einem Eppendorfreaktions- 
gefaB in 20 pi Aqua dest. eingerieben wurden, 3 x eingefroren und wieder aufgetaut 
urn die Zellen zu lysieren, 5 min bei 14.000 x g zentrifugiert und vom Uberstand 2 pi' 
als Template in die PCR-Reaktion eingesetzt. Positive "Pools" wurden vereinzelt die 
Plasmide Qber Plasmid-Minipraparationen isoliert und Qber PCR, Restriktionsanalysen 
sowie DNA-Sequenzierungen analysiert. 

SchlieBlich wurde ein Volllangenklon fur LPAAT aus Thraustochytrium identifiziert 
dessen DNA-Sequenz in SEQ ID NO:1 dargestellt ist. Die abgeleitete Aminosaure- 
sequenz ist in SEQ ID NO:2 gezeigt. 
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NZY-Medium (pro Liter, NZY-Platten mit 15 g Agar) 

5 g Nad 

5 g Hefeextrakt 

10 g NZ-Amin (Caseinhydrolysat) 
5 pH7,5(NaOH) 

2 g MgS0 4 (sterilfiltrierl) 

Denaturierungs-Losung 

0,5 M NaOH 
1,5 M NaCI 

10 Neutralisierungs-Losung 

1,0MTris-HCI, pH 7,5 
1,5MNaCI 

20 x SSC 

3,0 M NaCI 
15 0,3 M Natriumcitrat, pH 7,0 

Standard-Puffer 

5xSSC 

0,1% (w/v) N-Laurylsarcosin 
0,02% (w/v) SDS 
1% Blocking Reagens 

SM-Puffer (pro Liter) 

5,8 g NaCI 
2, g MgSCU 

50 ml 1 M Tris-HCI, pH 7,5 
5 ml 2% Gelatine 

Beispiel 13: Isolierung und Klonierung von Volllangenklonen fur PUFA spezifische 
Acyltransferasen aus Physcomitrella patens, Mortierella alpina und 
Shewanella hanedai 

Wie unter Beispiel 8 und 9 beschrieben, wurde aus Physcomitrella patens und 
Mortierella alpina RNA isoliert und eine cDNA-Bank hergestellt. 

Im nachsten Schritt wurde die Phagenbank nach Herstellerangaben mittels eines 
Helferphagen in eine Plasmidbank umgesetzt Die Plasmidbank wurde auf LB-Medium, 
0,8 % Agar, 1 00 mg/ L Ampicillin ausplattiert und inkubiert. Gewachsene Bakterien- 
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kolonien wurden zufallig ausgewahlt, in FIGssigmedium (LB, 100 mg/ L Ampicillin) 
angezogen und wie in Beispiei 10 beschrieben, einer Sequenzierung unterworfen. 

Die erhaltenen Sequenzen wurden nach Redundanzen durchsucht und diese entfernt. 
Dadurch konnte ein Sequenzsortiment erhalten werden, dass ein Unigen-Set be- 
schreibt Dieses Sequenz-Set wurde in die Pedant-Datenbank (Biomax AG, Martins- 
ried, Deutschland) eingelesen. Mittels BLAST Analyse anhand von konservierten 
Bereichen innerhalb von Acyltransferasen wurden kurze Sequenzstucke mit niedriger 
Ahnlichkeit zu bekannten Acyltransferasen gefunden (Tabelle 9). Die vorhandene 
Sequenzinformation wurde verwendet, um Primer zu generieren (Tabelle 10). Mit 
diesen Primem konnten die Volllange-KIone amplifiziert werden. 

Fur die Acyltransferase aus Shewanella hanedai wurde die offentliche Datenbank von 
Shewanella putrefaciens MR1 (TIGR Datenbank http://tigrblast.tigr.org/ufmg/) nach 
Acyltransferasesn durchsucht. Es konnte eine Sequenz in der Datenbank mit Homo- 
logie zu Acyltransferasen gefunden werden. Von dieser Sequenz wurde ein PCR- 
Fragement generiert mittels Standard-Primer T7 und T3. Das erhaltene Produkt 
wurde wie in Beispiei 10 a) und b) erlautert, markiert und zum Durchsuchen einer 
genomischen Shewanella hanedai Bank eingesetzt. 

Genomische DNA aus Shewanella hanedai wurde nach folgendem Protokoll isoliert: 
Eine 100 ml Kultur wurde bis zu einer optischen Dichte von 1 ,0 bei 30°C angezogen. 
Davon wurden 60 ml abzentrifugiert bei 3000 xg fur 3 min. Das Pellet wurde in 6 ml 
doppelt-destilliertem H2O resuspendiert und auf 1,5 ml GefaBe verteilt, abzentrifugiert 
und der Uberstand verworfen. Die Pellets wurden mit 200 ul Losung A, 200 uL Phenol/ 
Chloroform (1:1) und 0,3 g Glaskugeln durch Vortexen resuspendiert und lysiert. Nach 
Zugabe von 200 ul TE-Puffer pH 8,0 wurde fur 5 min zentrifugiert. Der Uberstand 
wurde einer Ethanolfallung mit 1 ml Ethanol unterzogen. Das erhaltene Pellet nach 
Fallung wurde in 400 uL TE-Puffer pH 8,0 + 30 ug/mL RnaseA gelost. Nach Inkubation 
fur 5 min bei 37°C wurden 18 uL 3 M Natriumacetat-Losung pH 4,8 und 1 mL Ethanol 
zugegeben und die prazipitierte DNA durch Zentrifugation pelletiert. Das DNA-Pellet 
wurde in 25 uL doppelt-destilliertem H2O gelost. Die Konzentration der genomischen 
DNA wurde durch deren Absorption bei 260 nm bestimmt. 
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Losung A: 
2%Trition-X100 
1 % SDS 
0,1 M NaCI 

0,01 M Tris-HCI pH 8,0 
0,001 M EDTA 

Die erhaltene genomische DNA wurde 1 Stunden bei 25 °C mit dem Restril<tionsenzym 
Sau3A (New England Biolabs) nach Herstellerangaben inkubiert. Die erhaltene Frag- 
mente wurden dann in einen mit BamHI verdautes pUC18 Plasmid mittels T4 Ligase 
(Roche) ligiert. Die erhaltene Bank wurde dann in gleicherweise wie in Beispiel 10 
beschrieben, durchsucht. Es konnte ein Klon mit einem 1,7 kb grosses genomisches 
Fragment gefunden werden, der eine 687 bp lange codierende Sequenz mit Ahnlich- 
keit zu Acyltransferasen zeigt. 

Die Sequenz aus Shewanella hanedai zeigt eine besonders hohe Ahnlichkeit zu 
der LPCAT aus Chaenorabdidis elegans. Die Ahnlichkeit der beiden Sequenzen 
auf Aminosaureebene betragt 26 %. 

Tabelle 9: Identifizierte Acyltransferase aus den genannten cDNA-Banken 



Klon-Nr. 


Organismus 


Homologie zu 


MaLPAAT1.1 


M. alpina 


LPAAT 


MaLPAATI .2 


M. alpina 


LPAAT 


ShLPAAT 


S. hanedai 


LPAAT 


T6 


Thrausto. 


LPAAT 


pp004064045r 


P. patens 


LPAAT 


pp020064227r 


P. patens 


LPAAT 


pp01 50521 44r 


P. patens 


GPAT/LPAT 


pp004034225r 


P. patens 


GPAT 


pp004104272r 


P. patens 


Ca-LPAAT 


pp020018156r 


P. patens 


Ca-LPAAT 


pp01 5034341 r 


P. patens 


LPAAT 


pp015033362r 


P. patens 


LCAT 


Fg003028298 


Fusarium 


LCAT 



WO 2004/087902 

94 

Tabelle 10: Sequenzen der eingesetzten Primer; 
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Clone nr. 


Organism 


Pnmersequenz 5'-3* Orientierung 


! Lange in bp 


MaLPAATI .1 


M. alpina 


atggatgaatccaccacgacca 
tcagcccgatgcttgctgc 


1254 


MaLPAATI .2 


M. aipina 


atgaaccctatctacaagggt 
tcagcccgatgcttgctgc 


1170 


ShLPAAT 


S. hanedai 


atgttactgctagcatttgt 
ttactttgccattaagg 


687 


T6 


Thrausto. 


atgagcgcgtggacgagggc 
ctacaagaggtcaggtcggacgtaca 


918 


Pp00406404 


P. patens 


Atggctttgatgtatatctg 
ttacacgatttttcttttag 


714 


Pp02006422 


P. patens 


atgctgatattacagcccttc 
ctaatgaacaggaagaccgt 


657 


Pp01505214 


P. patens 


atgatccggattttcagag 
tcagtccgttttgccgaggt 


444 


Pp00403422 


P. patens 


atgccgtcgctgtttcggg 
tcaatcagttcgcctgcttc 


1305 


Pp00410427 


P. patens 


atgctgatattacagcccttc 
ctaatgaacaggaagaccgt 


1566 


Pp02001815 


P. patens 


atgaccagcacggaaaatac 
ctagatgttagtttcactc 


1 ODU 


Pp01 503434 


P. patens 


atgattatgatggaggtgctg 
tcagtccgttttgccgagg 


1014 


Pp01 503336 


P. patens 


atgtgttcaatttcttgtgg 
ttagtggaacataagctgtt 


1503 


Fg003028298 


Fusarium 

i 


atgggaaagtccactttac 
statgaagtctcctcatcatcg 


1893 



Bei den PCR-Experimenten wurden die unten angegebenen Bestandteile eines PCR- 
Standardansatzes auf Bs in ein PCR-ReaktionsgefaS pipettiert, in den Thermoblock 
gestellt und das unten dargestellte Temperaturprofil gestartet. Als Polymerase wurde 
in fast alien Fallen die Taq-Polymerase (Gibco BRL) eingesetzt Lediglich bei Amli- 
fikationen im Rahmen der funktionalen Expression in E. coli JC201 wurde die Pfu-Poly- 
merase (Stratagene) verwendet. Die Zugabe der Polymerase erfolgte bei alien Experi- 
menten uber einen sogenannten "HeiBstaif , bei dem das Enzym erst nach 5 min 
Denatunerung des DNA-Templates zugegeben wird. Die Annealingtemperaturen (Ta) 
wuraen 3-5°C unter der mittleren Schmelztemperatur T m der Primerpaare gewahlt. 
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PCR-Standardansatz (fur Taq-Polymerase) 

5 pi 10 x PCR-Puffer (100 mM Tri-HCI, pH 8,3; 15 mM MgCI 2 , 500 mM KCI) 
1 pi dNTP-Mix (10 mM dATP, dGTP, dTTP u. dCTP) 
1 pi Primer 1 (30 pM) 
5 1 pi Primer 2 (30 pM) 
1 U Taq-Polymerase 
50-100 ng Plasmid-DNA-Template 
mit Aqua dest. auf 50 pi auffullen 

HeiBstartprogramm 

10 1 . Denaturierung 95°C, 5 min 

2. HeiBstart 25°C, 3 min -» Zugabe der Polymerase 

3. Denaturierung 94°C 30 s 

4. Annealing T m -5°C, 30 s 

5. Polymerisation 72°C, 1 - 3 min (fur 1,0 kbp ca. 60 s) 

1 5 Die Schritte 3. bis 5. wurden 25 bis 30 mal zyklisch wiederholt. 

6. Polymerisation 72°C, 5 min 

7. Termination 4°C 

GSP: TCT CTT TTT CGT GCT GCT CCA GCC GAT (Are 297) 

PCR-Programm: 10min. 95°C 
20 1min. 95°C (40 Cycles) 



PCR-Maschine: Biometra Trio Thermoblock 

25 Zunachst PCR auf der RACE-Bank Moos mit AP1 und GSP, bei richtiger GroBe PCR 
mit nested AP2 und GSP, positive werden in pCRII-TOPO-TA Cloning Vector fur 
Sequenzierung kloniert. 

Beispiel 14: Expression von Thraustochytrium LPAAT (ThLPAAT) in Hefe 

Urn die Funktionalitat von ThLPAAT nachzuweisen, wurde in einem ersten Ansatz 
30 der kodierende Bereich der cDNA in einem Hefe-Expressionsvektor kloniert und in 
S. cerevisiae exprimiert. Die in der Hefe produzierte LPAAT sollte zugesetzte Qber 
Acyltransferase-Aktivitat in mikrosomalen Fraktionen nachgewiesen werden. 

Samtliche Fest- und FIQssigmedien fQr Hefe wurden nach Protokollen von Ausubel 
et al. (Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, New York, 1995) 
35 hergestellt. 



1min. 
2min. 



65°C 
72°C 



10m in. 



72°C 



Pause 4°C 
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Die ThLPAAT-cDNA wurde uber Restriktionsverdau mlt H.ndlll/BamHI aus dem Vektor 
pGEM-T ausgeschnitten, in den Hindlll/BamHI geschnittenen shuttle-Vektor pYES2 
(Invitrogen, Carlsbad, USA) kloniert und der so entstandene Vektor pYES2-Th LPAAT 
m E. coli XL1 blue transformiert. pYES2-Th LPAAT wurde mit Hilfe der LiAc-Methode in 
S cerevisiae INCSd (Invitrogen, Carlsbad, USA) transformiert, wo die Expression der 
ThLPAAT-cDNA unter der Kontrolle des GAL1-Promotors stand. 

Die Expression von ThLPAAT in S. cerevisiae INVScI erfolgte modifiziert nach Avery 
et al. (Appl. Environ. Microbiol., 62, 1 996: 3960-5966) und Girke et al. (The Plant 
Journal, 5, 1998: 39-48). Urn eine Starterkultur herzustellen, wurden 20 ml SD-Medium 
mit Glucose und Aminosaurelosung ohne Histidin mit einer Hefe-Einzelkolonie ange- 
impft und uber Nacht bei 30 »C bei 140 rpm inkubiert. Die Zellkultur wurde zwei mal 
gewaschen durch Abzentrifugieren und Resuspendieren in SD-Medium ohne Supple- 
mente und ohne Zucker. Mit den gewaschenen Zellen wurde eine Hauptkultur auf 
eine OD eoo von 0,1 bis 0,3 angeimpft. Die Anzucht der Hauptkultur erfolgte in 25 ml 
SD-Medium mit 2 % (w/v) Galaktose, AminosaurelSsung ohne Histidin 0 02 % 
Linolsaure (2%ige StammlSsung in 5 %Tergitol NP40), 10 %Tergitol NP40 72 h lang 
be. 30°C. Die Ernte der Hauptkultur erfolgte uber Zentrifugation. Das Zellpellet wurde 
bei -20°C eingefroren und anschlieBend fur ca. 18 h lyophilisiert. 

Nach Expression des Konstruktes pYES2-Th LPAAT in Hefe konnte kein aktives 
Protein gereinigt werden. Auch die subzellularen Fraktionen aus den verschiedenen 
transgenen Zellen zeigten keine hoheren LPAAT-Aktivitaten als die entsprechenden 
Kontrollfraktionen. 

Zur Erhohung der Loslichkeit des exprimierten Proteins wurde ein weiteres Konstrukt 
pDestl 5-GST-Th LPAAT (pDest15-Vektor von Invitrogen) uber die Gateway-Reaktion 
erstellt Dazu wurden nach Herstellerangaben folgende Primer synthetisiert: 

5'-Primer att1 ThLPAAT: 

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCATGAGCGCGTGGACGAGGGCC 
3'-Primer att2Th LPAAT: 

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCAA- 
GAGGTCAGGTCGGACGTAC 
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Mit diesen Primern wurden folgende PCR-Reaktion durchgefuhrt: 
PCR-Standardansatz (fur Taq-Polymerase) 

5 uMO x PCR-Puffer (100 mM Tri-HCI, pH 8,3; 15 mM MgCI 2 , 500 mM KCI) 
1 pi dNTP-Mix (1 0 mM dATP, dGTP, dTTP u. dCTP) 
5 1 pi Primer 1 (30 mM) 
1 Ml Primer 2 (30 pM) 
1 U Taq-Polymerase 
50-100 ng pYES2-ThLPAAT 
mit Aqua dest. auf 50 m> auffulien 

10 

PCR-Programm: 2min. 95°C 

1 min. 95°C (30 Cycles) 

1 min. 65°C 

2 min. 72°C 

15 10 min. 72°C Pause 4°C 

PCR-Maschine: Biometra Trio Thermoblock 

Das PCR-Product wurde per Gateway-Reaktion (BP-Reaktion; Invitrogen) nach 
Herstellerangaben in den Vektor pDONOR221 transferiert und die Sequenz durch 

20 Sequenzierung iiberpruft. In einem nachsten Schritt wurde die ThLPAAT-Sequenz 
dann durch die LR-Reaktion in den Vektor pDES15 Qbertragen und zur Expression 
in E. coli BL21 Zellen eingesetzt. Die ThLPAAT-Sequenz wurde entsprechend der 
Herstellerangaben (Invitrogen) an den offenen Leserahmen der im Plasmid codierten 
Glutathion-S-Transferase (GST) angehangt. Dadurch konnte ein Fusionsprotein aus 

25 GST und ThLPAAT erzeugt werden. 

Nach Expression unter Standardbedingungen in E. coli konnte exprimiertes Protein 
nachgewiesen werden (Fig. 21 A) und dieses uber eine Glutathion-Saule gereinigt 
werden. 

Das gereinigte Fusionsprotein zeigte LPAAT Aktivitat, wie in Fig. 21 B gezeigt. Die 
30 hdchste Aktivitat konnte dabei fur DHA-CoA (22:6) erhalten werden, was eine Nutzung 
dieser Acyltransferase zur Herstellung von PUFA ermoglicht. 

Rgur 21 A zeigt die Western-Blot-Analysen der in E, coli als Fusionsprotein (LPAAT- 
FP) mit N-terminalem GST- und C-terminalem His-tag exprimierten Thraustochytrium- 
LPAAT (Spuren E: 7 Mg losliche Proteinfraktion, Spur M: GroBenstandard). Figur 21 B 
35 zeigt die Acyl-CoA-Spezifitat der als GST-Fusionsprotein exprimierten Thrausto- 

chytrium-LPAAT in £ coli. Die Enzymtests wurden mit 0,4 pg loslicher Proteinfraktion 
in Gegenwart von 100 mM Tricine-NaOH (pH 8,2), 30 uM 1-Oleoyl-[U- 14 C]glycerin-3- 
phosphat und steigenden Konzentrationen der angegebenen Thioester ermittelt. 
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Beispiel 15: Expression von Shewanella-LPAAT 

Zur Klonierung eines LPAAT-Gens aus dem prokaryoten Organismus Shewanella 
wurde die genomische DNA aus Shewanella haneda, isoliert, partiell mit Sau3a verdaut 
und ,n den Vektor P UC18 ligiert. Diese genomische Bank wurde mittels PCR unteT 
Verwendung verschiedener Primerkombinationen auf LPAAT-Gene abgesucht Mit 
dieser Methode ist es gelungen, einen 1486 bp langen Klon zu identifizieren, dessen 
offener Leserahmen ein 25,2 KDa LPAAT-Protein kodiert. Die ShLPAAT-Sequenz 
wurde gemaB Herstellerangaben in den Vektor pQE70 (Qiagen) eingebracht. Die so 
entstandenen Plasmid pQE70-Sh und pQE70-ShHis sowie der Leervektor pQE70 
wurden in E. coli BL21 Zellen transformiert und bei 10 °C exprimiert (Figur 22 A) Nur 
be. dieser Temperatur konnte aktives Protein erhalten werden (Figur 22 B) FQr die 
weiteren Versuche wurden dazu die Membranfraktionen verwendet. Diese Fraktion 
?'??oo m J t J? e i C I 8n Ex P ressjonsf o^en hohe Aktivitat gegenQber dem Einbau von DHA- 
CoA (22:6-CoA). Die hohe Einbaurate gegenuber PUFA Acyl-CoA-Resten ist fur die 
verwendung zur Herstellung von PUFA notwendig. 

Figur 22 A: zeigt die Western-Blot-Analyse der in E. coli als Fusionsprotein mit C- 
term.nalen His-tag exprimierten Shewanella-LPAAT. (Spur E: 7 ug Einschlusskorper- 
fraktion, Spur F: 7 ug Membranfraktion, Spur M: GroBenstandard). Rgur 22 B: gibt die 
f unktionale Expression der S^ane//a-LPAAT in £ coll. Enzymtests wieder Die 
Assays wurden mit Extrakten (1 ug) aus E coli, die den Leervektor (pQE70) Oder ein 
Shewanella-Konstrukt ohne (pQE-Sh) bzw. mit His-Tag-Sequenz am 3'-Ende (pQE- 

o« Jfl° eltBn ' in Ge 9 enwart von 30 MM 1-Oleoyl-[U- 14 C]glycerin-3-phosphat und 
30pM der angegebenen Thioster durchgefuhrt. 

Beispiel 16: Expression von Mortierella LPAAT (MaLPAAT, MaB4) in Hefe 

Die MaLPAAT-cDNA wurde uber PCR mit den angegebenen Primern MaLPAAT2.1 
ampl.ftz.ert, das PCR Produkt in den Vektor pENTR-SD-D-TOPO (Invitrogen, Carlsbad, 
USA) nach Herstellerangaben kloniert und in E. coli XL1 blue transformiert. Aus dem 
so entstandenen Vektor pENTR-SD-D-MaLPAAT wurde uber Gateway-Reaktion nach 
nVP?Jln an ?f be " (lnvitr °9 en - Carisba d, USA) das MaLPAAT Fragment in den Vektor 
pYES54Dest transfenert, resultierend in dem Vektor pYES52Dest-MaLPAAT PY- 
ES52Dest- MaLPAAT wurde mit Hilfe der LIAc-Methode in S. cerevisiae INCSd 
(Invitrogen, Carlsbad, USA) transformiert. 

Hefezellen, die mit dem Plasmid pYES52Dest-MaLPAAT transformiert wurden, wurden 
folgendermaBen analysiert: 

Hefekolonien, die auf Minimalmedium ohne Uracil nach der Transformation wachsen 
konnten, wurden erneut auf Minimalmedium ohne Uracil ausgestrichen und dann auf 
fluss.gem Minimalmedium bis zu einer OD600 von 0,8 gezogen. Aus dieser Vorkultur 
wurde dann die Hauptkultur inokuliert, die neben dem Minimalmedium noch 2 % (w/v) 
Galaktose sowie 250 M M der Fettsauren beinhaltet Nach 24 h Inkubation der Haupt- 
kultur bei 30 C wurden die Zellen durch Zentrifugation (100 x g, 10 min 20°C) 
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geerntet und mit 100 mM NaHC0 3> pH 8,0 gewaschen, urn restliches Medium und 
Fettsauren zu entfemen. Aus den Hefe-Zellsedimenten wurden Fettsauremethylester 
(FAMEs) durch saure Methanolyse hergestellt. Hierzu wurden die Zellsedimente mit 
2 ml 1N methonolischer Schwefelsaure und 2% (v/v) Dimethoxypropan fur 1 h bei 80°C 
5 inkubiert. Die Extraktion der FAMES erfolgte durch zweimalige Extraktion mit Petrol- 
ether (PE). Zur Entfernung nicht derivatisierter Fettsauren wurden die organischen 
Phasen je einmal mit 2 ml 100 mM NaHC0 3 , pH 8,0 und 2 ml Aqua dest. gewaschen 
AnschlieBend wurden die PE-Phasen mit Na 2 S0 4 getrocknet, unter Argon eingedampft 
und in 100 pi PE aufgenommen. Die Proben wurden auf einer DB-23-Kapillarsaule 
10 (30 m, 0,25 mm, 0,25 pm, Agilent) in einem Hewlett-Packard 6850-Gaschromato- 
graphen mit Flammenionisationsdetektor getrennt Die Bedingungen fur die GLO 
Analyse waren wie folgt: Die Ofentemperatur wurde von 50°C bis 250°C mit einer 
Rate von 5°C/min und schlieBlich 10 min bei 250°C(halten) programmiert 

Die Identifikation der Signale erfolgte durch Vergleiche der Retentionszeiten mit 
15 entsprechenden Fettsaurestandards (Sigma). 

Die Methodik ist zum Beispiel in Napier and Michaelson, 2001, Lipids. 36(8):761-766; 
Sayanova et aL, 2001, Journal of Experimental Botany. 52(360):1 581 -1585, Sperling 
et al., 2001, Arch. Biochem. Biophys. 388(2) :293-298 und Michaelson et al., 1998, 
FEBS Letters. 439(3):215-218 beschrieben. 

20 In Figur 23 sind die Ergebnisse der Futterungsversuche mit den Hefezellen, die das 
Plasmid pYES52Dest-MaLPAAT (MaB4_AT) enthalten, gezeigt. In Fig. 23, A/B wurden 
die Hefe-Kulturen mit Linolsaure (18:2 A9.12) gefuttert Im Vergleich zu der Kontroll- 
Kultur (Fig. 23, A) zeigten die Hefezellen mit der MaLPAAT deutlich hohere Um- 
setzung (4fach erhoht) von 18:2 zu ^Linolensaure (18:3 A6,9,12), sowie eine 3,5fache 

25 Erhohung der aus 1 8:2 elongierten Fettsaure 20:2 A1 1 , 1 4. Entsprechend konnte bei 
der FQtterung mit Linolensaure (18:3 A9.12.15) eine deutlich hShere Umsetzung zu 
Stearidonsaure (18:4 A6,9,12,15) und iso-Arachidonsaure (20:4 A8.1 1,14,17) im 
Vergleich zu den Kontrollen beobachtet werden (Figur 24). 

Neben dieser Aktivitat konnte in beiden FOtterungsexperimenten eine verstarkte 
30 Umsetzung von 1 6:1 A9 (endogene Fettsaure in Hef e) zu cis-Vakzensaure (1 8: 1 A1 1 ) 
beobachtet werden. 

Figur 25 und Figur 26 zeigen, dass die beobachteten erhdhten Umsetzungen der 
Substrate durch die Desaturase und Elongase auch zu einer Erhohung der polyunge- 
sattigten Fettsauren in den Neutrallipid (6l) fuhrt. Nach Futterung der Hefen mit Linol- 

35 bzw. Linolensaure wurden die Hefezellen in Chloroform: Methanol (2:1 ) extrahiert und 
auf eine Silica-Dunnschichtplatte (Machery&Nagel, Duren) aufgetragen. Die Dunn- 
schichtplatte wurde in einer Kammer mit Chloroform-Methanol-H20 (65:25:4) fur 
45 min inkubiert. Die Neutrallipide (Triacylglyceride) wandern dabei mit der Losungs- 
mittelfront. Nach Ende der Inkubation wurden die Neutrallipide von der Platte abge- 

40 kratzt, mit Chloroform:Methanol extrahiert und durch Gas-Chromatographie analysiert. 
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Deutlich kann die Erhohung des Umsatzes an PUFA's, die in den Gesamtextrakten 
beobachtet wurde, auch in den Neutrallipiden verfolgt werden. Fur die Fiitterung mit 
Linolsaure (Rg. 25 A und B) konnte eine 2fache Steigerung der Umsetzung von 
Linolsaure zu y-Linolensaure (18:3 A6.9.12) und eine 3fache Erhohung des Gehalts an 
20:2 A9.12 beobachtet werden. Bei der Futterung mit Linolensaure (Fig. 26, C und D) 
wurden ahnliche Werte erhalten (Umsetzung von 18:3 zu 18:4 3fach f von 18:3 zu 20 3 
3fach). 

Damit konnte gezeigt werden, dass die Erhdhung des Gehaltes an PUFA durch die 
MaLPAAT zu einer Erhdhung der PUFAs im Ol (Neutrallipde) der Hefen fuhrt. 

Beispiel 16: Plasmide fur die Pflanzentransformation 

Zur Pflanzentransformation konnen binare Vektoren, wie pBinAR verwendet werden 
(Hdfgen und Willmitzer (1990) Plant Science 66: 5221-230). Die Konstruktion der 
binaren Vektoren kann durch Ligation der cDNA in Sense- Oder Antisense-Orientierung 
in T-DNA erfolgen. 5' der cDNA aktiviert ein Pflanzenpromotor die Transkription der 
cDNA. Eine Polyadenylierungssequenz befindet sich 3' von der cDNA. 

Die gewebespezifische Expression laBt sich unter Verwendung eines gewebespezi- 
fischen Promotors erzielen. Beispielsweise kann die samenspezifische Expression 
erreicht werden, indem der Napin- Oder der LeB4- Oder der USP-Promotor 5' der cDNA 
einkloniert wird. Auch jedes andere samenspezifische Promotorelement kann verwen- 
det werden. Zur konstitutiven Expression in der ganzen Pflanzen laBt sich der CaMV- 
35S-Promotor verwenden. Das exprimierte Protein kann unter Verwendung eines 
Signalpeptids, beispielsweise fOr Plastiden, Mitochondrien Oder das Endoplasmatische 
Retikulum, in ein zellulares Kompartiment dirigiert werden (Kermode (1996) Crit. Rev. 
Plant Sci. 15: 285-423). Das Signalpeptid wird 5' im Leseraster mit der cDNA ein- 
kloniert, urn die subzellulare Lokalisierung des Fusionsprotein zu erreichen. 

Beispiel 17: Transformation von Agrobacterium 

Die Agrobacterium-vermittelte Pflanzentransformation kann z.B. unter Verwendung 
des GV3101- (pMP90-) (Koncz und Schell (1986) Mol. Gen. Genet. 204: 383-396) Oder 
LBA4404- (Clontech) Agrobacterium tumefaciens-Stamms durchgefQhrt werden. Die 
Transformation kann durch Standard-Transformationstechniken durchgefQhrt werden 
(Deblaere et al. (1 984) Nucl. Acids. Res. 1 3: 4777-4788). 

Beispiel 18: Pflanzentransformation und Expression von PUFA-spezifischen Acyl- 
transferasen in Pflanzen 

Die Expression von LCPUFA-spezifischen Acyltransferasen in transgenen Pflanzen 
ist vorteilhaft, urn den LCPUFA-Gehalt in diesen Pflanzen zu erhohen. Dazu wurden 
die erfindungsgemaBen Acyltransferase-cDNAs in binare Vektoren kloniert und uber 
Agrobacterium-vermittelten DNA-Transfer in Arabidopsis thaliana, Nicotiana tabacum, 
Brassica napus und Linum usitatissimum ubertragen. Die Expression der Acyltrans- 
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ferase cDNA stand dabei unter der Kontrolle des konstitutiven CaMV 35 S-Promotors 
bzw. des samenspezifischen USP-Promotors. 

Besonders bevorzugt sind hierbei transgene Pflanzen, die beretts die fur Synthese von 
LCPUFAs notwendigen Desaturasen und Elongasen exprimieren und gerinqe Menaen 
dieser LCPUFAs herstellen. 9 

Als Expressionsvektoren wurden der Veklor pBinAR (Hofgen und Willmitzer Plant 
Science, 66, 1990: 221 -230) bzw. das pBinAR Derivat pBinAR-USP, bei dem der 
CaMV 35 S-Promotor gegen den USP-Promotor aus V. faba ausgetauscht war, ver- 
wendet. Ebenfalls verwendet wurden die Vektoren pGPTV und pGPTV-USP Zur Um- 
klonierung muBte die CalDes-cDNA aus dem Vektor pGEM-T ausgeschnitten und in 
pBinAR bzw. pBinAR-USP kloniert werden. Ein weiterer verwendeter binaYer Vektor 
war pSUN. 

Die entstandenen binaren Vektoren mit Acyltransferasegenen wurden in Agro- 
bacterium tumefaciens transformiert (Hofgen und Willmitzer, Nucl. Acids Res., 16, 
1988: 9877). Die Transformation von A. thaliana erfolgte mittels "floral dip" (Cl'ough und 
Bent, Plant Journal, 16, 1998: 735 - 743), die von N. tabacum uber Cokultivierung von 
Tabakblattstuckchen mit transformierten A. tumefaciens Zellen, die von Lein und Raps 
durch Cokultivierung von Hypokotylstucken mit transformierten A. tumefaciens Zellen. 

Die Expression der Acyltransferase-Gene in transgenen Arabidopsis-, Tabak- Raps- 
und Leinpflanzen wurde Qber Northern-Blot Analyse untersucht. AusgewahltePflanzen 
wurden auf ihren Gehalt an Punicinsaure bzw. anderen konjugierten Fettsauren wie 
CLA im Samenol untersucht 

Analog zum USP-Promotor kann auch der Napin-Promotor verwendet werden, urn 
eine samenspezifische Expression von PuFADX und PuFAD12 zu erreichen. ' 

Die Agrobacterium-vermittelte Pflanzentransformation kann unter Verwendung 
von Standard-Transformations- und Regenerationstechniken durchgefuhrt werden 
(Gelvin, Stanton B., Schilperoort, Robert A., Plant Molecular Biology Manual 2 Aufl 
Dordrecht: Kluwer Academic Publ., 1995, in Sect., Ringbuc Zentrale Signatu'r: BT11-P 
ISBN 0-7923-2731-4; Glick, Bernard R., Thompson, John E., Methods in Plant Mole- 
cular Biology and Biotechnology, B. Raton: CRC Press, 1993, 360 S., ISBN 0-8493- 
5164-2). 

Beispielsweise kann Raps mittels Kotyledonen- oder Hypokotyltransformation trans- 
formiert werden (Moloney et al., Plant Cell Report 8 (1989) 238-242; De Block et al 
Plant Physiol. 91 (1 989) 694-701 ). Die Verwendung von Antibiotika fur die Agro- 
bacterium- und Pflanzenselektion hangt von dem fur die Transformation verwendeten 
binaren Vektor und Agrobacteriumstamm ab. Die Rapsselektion wird gewohnlich unter 
Verwendung von Kanamycin als selektierbarem Pflanzenmarker durchgefuhrt Der 
Agrobacterium-vermittelte Gentransfer in Lein (Linum usitatissimum) laBtsich unter 
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Verwendung von beispielsweise einer von Mlynarova et al. (1994) Plant Cell Report 13- 
282-285 beschriebenen Technik durchfuhren. 

Die Transformation von Soja kann unter Verwendung von beispielsweise einer in 
EP-A-O 0424047 (Pioneer Hi-Bred International) Oder in EP-A-O 0397687 
5 US 5,376,543, us 5,169,770 (University Toledo) beschriebenen Technik durch- 

gefuhrt warden. Die Pflanzentransformation unter Verwendung von Teilchenbeschuss 
Polyethylenglycol-vermittelter DNA-Aufnahme Oder uber die Siliziumcarbonatfaser- ' 
Technik ist beispielsweise beschrieben von Freeling und Walbot "The maize hand- 
book" (1 993) ISBN 3-540-97826-7, Springer Verlag New York). 

1 0 Beispiel 1 9: Untersuchung der Expression eines rekombinanten Genproduktes in 
einem transformierten Organismus 

Die Aktivitat eines rekombinanten Genproduktes im transformierten Wirtsorganismus 
wurde auf der Transkriptions- und/oder der Translationsebene gemessen. 

Ein geeignetes Verfahren zur Bestimmung der Menge an Transkription des Gens 
1 5 (em Hinweis auf die Menge an RNA, die f Qr die Translation des Genproduktes zur 
Verfiigung steht) ist die Durchfuhrung eines Northern-Blots wie unten ausgefuhrt (als 
Bezugsstelle siehe Ausubel et al. (1988) Current Protocols in Molecular Biology Wiley- 
New York, Oder den oben erwahnten Beispielteil) wobei ein Primer, der so gestaltet 
ist, dass er an das Gen von Interesse bindet, mit einer nachweisbaren Markierung 
20 (gewdhnlich radioaktlv Oder chemilumineszent) markiert wird, so dass, wenn die 

Gesamt-RNA einer Kultur des Organismus extrahiert, auf einem Gel aufgetrennt auf 
eme stabile Matrix transferiert und mit dieser Sonde inkubiert wird, die Bindung und 
das AusmaS der Bindung der Sonde das Vorliegen und auch die Menge der mRNA 
fur dieses Gen anzeigt. Diese Information zeigt den Grad der Transkription des trans- 
25 formierten Gens an. Zellulare Gesamt-RNA kann aus Zellen, Geweben Oder Organen 
mit mehreren Verfahren, die alle im Fachgebiet bekannt sind, wie zum Beispiel das 
von Bormann, E.R., et al. (1992) Mol. Microbiol. 6:317-326 beschriebene, prapariert 
werden. 

Northern-Hybridisierung: 

30 Fur die RNA-Hybridisierung wurden 20 pg Gesamt-RNA Oder 1 pg poly(A) + -RNA 

mittels Gelelektrophorese in Agarosegelen mit einer Starke von 1 ,25% unter Verwen- 
dung von Formaldehyd, wie beschrieben in Arnasino (1986, Anal. Biochem. 152, 304) 
aufgetrennt, mittels Kapillaranziehung unter Verwendung von 10 x SSC auf positiv 
geladene Nylonmembranen (Hybond N + , Amersham, Braunschweig) ubertragen 

35 mittels UV-Licht immobilisiert und 3 Stunden bei 68°C unter Verwendung von Hybridi- 
sierungspuffer (10% Dextransulfat Gew.A/ol., 1 M NaCI, 1% SDS, 100 mg Herings- 
sperma-DNA) vorhybridisiert. Die Markierung der DNA-Sonde mit dem Highprime DNA 
labeling-Kit (Roche, Mannheim, Deutschland) erfolgte wahrend der Vorhybridisierung 
unter Verwendung von alpha-32P-dCTP (Amersham, Braunschweig, Deutschland). Die 

40 Hybndisierung wurde nach Zugabe der markierten DNA-Sonde im gleichen Puffer bei 
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68°C Qber Nacht durchgefuhrt. Die Waschschritte warden zweimal fur 15 min unter 

Yt™™"" 9 .™" 2 X SSC Und 2weimal fQr 30 min unter Verwendung von 1 X SSC 
1 JL??: 5, be ' 68 ° C dur chgefOhrt. Die Exposition der verschlossenen Filter wurde bei 
-70 C fur einen Zeitraum von 4 Stunden bis zu 3 Tagen durchgefuhrt 

5 Zur Untersuchung des Vorliegens oder der relativen Menge an von dieser mRNA 
translatiertem Protein konnen Standardlechniken, wie ein Western-Blot, eingesetet 
werden (siehe beispielsweise Ausubel et al. (1988) Current Protocols in Molecular 
B.ology, Wiley: New York). Bei diesem Verfahren werden die zellularen Gesamt- 
proteine extrahiert, mittels Gelelektrophorese aufgetrennt, auf eine Matrix, wie Nitro- 
1 0 zellulose, ubertragen und mit einer 

Sonde, wie einem Antikorper, der spezifisch an das gewunschte Protein bindet 
inkubiert. Diese Sonde ist gewdhnlich mit einer chemilumineszenten oder kolorl- 
metnschen Markierung versehen, die sich leicht nachweisen laBt. Das Vorliegen 
und die Menge der beobachteten Markierung zeigt das Vorliegen und die Menge 
15 des gewunschten, in der Zelle vorliegenden mutierten Proteins an. 

Beispiel 20: Analyse der Auswirkung der rekombinanten Proteine auf die Produktion 
des gewunschten Produktes 

Die Auswirkung der genetischen Modifikation in Pflanzen, Pilzen, Algen, Ciliaten oder 
auf die Produktion einer gewunschten Verbindung (wie einer Fettsaure) kann bestimmt 
werden, indem die modifizierten Mikroorganismen oder die modifizierte Pfianze unter 
geeigneten Bedingungen (wie den vorstehend beschriebenen) gezuchtet werden und 
das Medium und/oder die zellularen Komponenten auf die erhdhte Produktion des 
gewunschten Produktes (d.h. von Lipiden oder einer Fettsaure) untersucht wird. Diese 
Analysetechniken sind dem Fachmann bekannt und umfassen Spektroskopie, 

Dunnschichtchromatographie, Farbeverfahren verschiedener Art, enzymatische und 
mikrobiologische Verfahren sowie analytische Chromatographie, wie Hochleistungs- 
Flussigkertschromatographie (siehe beispielsweise Ullman, Encyclopedia of Industrial 
Chemistry, Bd. A2, S. 89-90 und S. 443-613, VCH: Weinheim (1985); Fallon A et al 

(1987) "Applications of HPLC in Biochemistry" in: Laboratory Techniques in Bio" " 
chemistry and Molecular Biology, Bd. 17; Rehm et al. (1993) Biotechnology, Bd. 3, 
Kapitel III: 9 

riom C J re ° 0Very and P urification ''' s - 469-714, VCH: Weinheim; Belter, P.A., et al 

(1988) Bioseparations: downstream processing for Biotechnology, John Wiley and 

m°? S; .?T?\ J F " Und Cabral ' J ' M S - (1 992 > Rec overy processes for biological 
35 Materials, John Wiley and Sons; Shaeiwitz, J.A., und Henry, J.D. (1 988) Biochemical 
Separations, in: Ullmann's Encyclopedia of Industrial Chemistry, Bd. B3- Kapitel 11 S 
1-27 VCH: Weinheim; und Dechow, F.J. (1989) Separation and purification techniques 
in biotechnology, Noyes Publications). 
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Neben den oben erwahnten Verfahren werden Pflanzenlipide aus Pflanzenmaterial 
wie von Cahoon et al. (1999) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96 (22) :12935-12940 und 
Browse et al. (1986) Analytic Biochemistry 152:141-145, beschrieben extrahiert Die 
qualitative und quantitative Lipid- Oder Fettsaureanalyse ist beschrieben bei Christie 
William W., Advances in Lipid Methodology, Ayr/Scotland: Oily Press (Oily Press Lipid 
Library; 2); Christie, William W., Gas Chromatography and Lipids. A Practical Guide - 
Ayr, Scotland: Oily Press, 1989, Repr. 1992, IX, 307 S. (Oily Press Lipid Library 1V 
"Progress in Lipid Research, Oxford: Pergarnon Press, 1 (1952) -16 (1977) u d T • ' 
Progress in the Chemistry of Fats and Other Lipids CODEN. 

Zusatzlich zur Messung des Endproduktes der Fermentation ist es auch moglich, 
andere Komponenten der Stoffwechselwege zu analysieren, die zur Production der 
gewiinschten Verbindung verwendet werden, wie Zwischen- und Nebenprodukte 
urn die Gesamteffizienz der Produktion der Verbindung zu bestimmen. Die Analyse- 
verfahren umfassen Messungen der Nahrstoffmengen im Medium (z.B Zucker 
Kohlenwasserstoffe, Stickstoffquellen, Phosphat und andere lonen), Messungen der 
Biomassezusammensetzung und des Wachstums, Analyse der Produktion flblicher 
Metabolite von Biosynthesewegen und Messungen von Gasen, die wahrend der 
Fermentation erzeugt werden. Standardverfahren fur diese Messungen sind in Applied 
Microbial Physiology; A Practical Approach, P.M. Rhodes und P.F. Stanbury Hrsgb 
IRL Press, 10 S. 131-163 und 165-192 (ISBN: 0199635773) und darin angegebenen 
Literaturstellen beschrieben. 

Ein Beispiel ist die Analyse von Fettsauren (AbkOrzungen: FAME, Fettsauremethyl- 
ester; GC-MS, Gas-Russigkeitschromatographie-Massenspektrometrie; TAG, Triacvl- 
glycerin; TLC, Dunnschichtchromatographie). 

Der unzweideutige Nachweis fur das Vorliegen von Fettsaureprodukten kann mittels 
Analyse rekombinanter Organismen nach Standard-Analyseverfahren erhalten werden- 
GC, GC-MS Oder TLC, wie verschiedentlich beschrieben von Christie und den 
Literaturstellen darin (1997, in: Advances on Lipid Methodology, Vierte Aufl. : Christie 
Oily Press, Dundee, 1 19-169; 1998, Gaschromatographie-Massenspektrometrie- ' 
Verfahren, Lipide 33:343-353). 

Das zu analysierende Material kann durch Ultraschallbehandlung, Mahlen in der 
Glasmuhle, flussigen Stickstoff und Mahlen Oder Qber andere anwendbare Verfahren 
aufgebrochen werden. Das Material muss nach dem Aufbrechen zentrifugiert werden 
Das Sediment wird in Aqua dest. resuspendiert, 10 min bei I00°C erhitzt, auf Eis 
abgekOhlt und erneut zentrifugiert, gefolgt von 

Extraktion in 0,5 M Schwefelsaure in Methanol mit 2 % Dimethoxypropan fur 1 Std 
bei 90°C, was zu hydrolysierten Ol- und Lipidverbindungen fuhrt, die transmethylierte 
Lipide ergeben. Diese Fettsauremethylester weiden in Petrolether extrahiert und 
schlieBlich einer GC-Analyse unter Verwendung einer Kapiliarsauie (Chrompack 
WCOT Fused Silica, CP-Wax-52 CB, 25 mikrom, 0,32 mm) bei einem Temperatur- 
gradienten zwischen 170°C und 240°C fur 20 min und 5 min bei 240°C unterworfen 
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Die Identitat der erhaltenen Fettsauremethylester muss unter Verwendung von 
Standards, die aus kommerziellen Quellen erhaltlich sind (d.h. Sigma), definiert 
werden. 

Bei Fettsauren, fur die keine Standards verfugbar sind, muss die Identitat fiber 
5 Derivatisierung und anschlieBende GC-MS-Analyse gezeigt werden. Beispielsweise 
muss die Lokalisierung von Fettsauren mit Dreifachbindung fiber GC-MS nach 
Derivatisierung mit 4,4-Dimethoxyoxazolin-Derivaten (Christie, 1998, siehe oben) 
gezeigt werden. 

Aquivalente 



1 0 Der Fachmann erkennt oder kann viele Aquivalente der hier beschriebenen 

erfindungsgemaBen spezifischen Ausfuhrungsformen feststellen, indem er lediglich 
Routineexperimente verwendet. Diese Aquivalente sollen von den Patentanspriichen 
umfasst sein. 
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Verfahren zur Herstellung mehrfach ungesattigter Fettsauren in einem 
Organismus, dadurch gekennzeichnet, dass das Verfahren folgende Schritte 
umfasst: 

a) Einbringen mindestens einer Nukleinsauresequenz in den Organismus 
mit der in SEQ ID NO: 1 , SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO- 6 
SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, 

SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18 Oder SEQ ID NO: 20 
dargestellten Sequenz, die fur ein Polypeptid mit einer Lysophosphatid- 
saure Acyltransferase-Aktivitat codiert; Oder 

b) Einbringen mindestens einer Nukleinsauresequenz in den Organismus mit 
der in SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24 Oder SEQ ID NO: 26 dargestellten 
Sequenz, die fur ein Polypeptid mit einer Glycerin-3-phosphat Acyltrans- 
ferase-Aktivitat codiert; oder 

c) Einbringen mindestens einer Nukleinsauresequenz in den Organismus mit 
der in SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30 oder SEQ ID NO: 32 dargestellten 
Sequenz, die fur ein Polypeptid mit einer Diacylglycerin Acyltransferase- 
Aktivitat codiert; oder 

d) Einbringen mindestens einer Nukleinsauresequenz in den Organismus 
mit der in SEQ ID NO: 34 oder SEQ ID NO: 36 dargestellten Sequenz, die 
fur ein Polypeptid mit einer Lecithin Cholesterin Acyltransferase-Aktivitat 
codiert; oder 

e) Einbringen mindestens einer Nukleinsauresequenz in den Organismus, 
die sich als Ergebnis des degenerierten genetischen Codes von den 

in SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6 
SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, 
SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO' 20 
SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO- 28 
SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34 oder SEQ ID NO: 36 
enthaltenden codierenden Sequenz ableiten lasst, Oder 

f) Einbringen mindestens eines Derivates der in SEQ ID NO: 1 , 
SEQ ID NO:3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7,' 
SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14 
SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22 
SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO- 3o' 
SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34 Oder SEQ ID NO: 36 dargestellten 
Nukleinsauresequenz in den Organismus, die fur Polypeptide mit der 
in SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, 
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SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO- 19 
SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO : 27' 
SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO-' 3s'- 
oder SEQ ID NO: 37 dargestellten Aminosauresequenz codieren und 
minde Jens 40 % Homologie auf Aminosaureebene mit SEQ ID NO- 2 
SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO- 12 " ' 
SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO- 21 
SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO ! 29' 
SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 35 Oder SEQ ID NO* 37 
aufweisen und elne aquivalente Lysophosphatidsaure Acyltransferase- 
Aktivrtat, Glycerin-3-phosphat Acyltransferase-Aktivitat, Diacylglycerln 
tSS^^^^ 111 Cho,esterin Acyltransferase-Aktivitat 

g) kultivieren und ernten des Organismus. 

2 " I 6 ^h « T Herste " Ung mehrfach un 9esattigter Fettsauren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennze.chnet, dass zusatzlich zu den unter (a) bis (f) genannten 
Nukle^sauresequenzen weitere Nukleinsauresequenzen in den Organismus 
e.ngebracht wurden, die fur Polypeptide des Fettsaure- Oder Upidstoffv^chsels 
ausgewahtt aus der Gruppe Acyl-CoA-Dehydrogenase(n), Acyl-ACP^cy. 
earner protein -Desaturase(n), Acyl-ACP-Thioesterase(n), Fettsaure-Acyl- 
Transferase(n), Acyl-CoA:Lysophospholipid-Acyltransferase(n), Fettsaure- 
Synttiase(n), Fettsaure-Hydroxylase(n), Acetyl-Coenzym A-Carboxylase(n) 
Acyl-Coenzym A-Oxidase(n), Fettsaure-Desaturase(n), Fettsaure^ 
wST? t^u " P °^ enase < n >' Triacylglycerol-Lipase(n), Allenoxid- 
Synthase(n), Hydroperoxid-Lyase(n) oder Fettsaure-Elongase(n) codieren. 

3 * l^fTZT ? er£ f IU " 9 mehrfach "ngesattigter Fettsauren nach Anspruch 1 
t . n L\? sekennzeichnet, dass zusatzlich zu den unter (a) bis (f) genann- 
ten Nukle.nsauresequenzen weitere Nukleinsauresequenzen in den Orqanismus 
e-ngeb^cht wurden, die fur Polypeptide codieren ausgewahlt aus de^Gruppe 
Acyl-CoA Lysophospholipid-Acyltransferase, A-4-Desaturase, A-5-Desaturase 
A^Desaturase, A-8-Desatuase, A-9-Desaturase, A-12-Desaturase, A^Bon- 
gase, A-6-Elongase oder A-9-Elongase. 

4. Verfahren zur Herstellung mehrfach ungesattigter Fettsauren nach den 

Anspruchen 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei den hergestellten 
mehrfach ungesattigten Fettsauren urn C 18 -, C*,-, Cssr oder C 24 -Fetts1u?en 
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Verfahren zur Herstellung mehrfach ungesattigter Fettsauren nach den 
Anspruchen 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei den im Verfahren 
hergestellten mehrfach ungesattigten Fettsauren um C 18 -, do; C^- oder C 24 - 
Fettsauren mit mindestens zwei Doppelbindungen im MolekQI handelt. 

Verfahren zur Herstellung mehrfach ungesattigter Fettsauren nach den 
Anspriichen 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass im Verfahren eine mehrfach 
ungesattigte Fettsaure ausgewahlt aus der Gruppe Dihomo-v-linolensaure, 
Arachidonsaure, Eisosapentaensaure, Docosapentaensaure und Docosa-' 
hexaensaure hergestellt wild. 

Verfahren zur Herstellung mehrfach ungesattigter Fettsauren nach den 
Anspruchen 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass der Organismus ein 
Mikroorganismus, ein nicht-humanes Tier oder eine Pfianze ist. 

Verfahren zur Herstellung mehrfach ungesattigter Fettsauren nach den 
Anspruchen 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass der Organismus eine 
transgene Pfianze ist. 

Verfahren zur Herstellung mehrfach ungesattigter Fettsauren nach den 
Anspruchen 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass die transgene Pfianze 
eine Olfruchtpflanze ist. 

Isolierte Nukleinsauresequenz ausgewahlt aus der Gruppe: 

a) einer Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO: 1 , SEQ ID NO- 3 
SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, 
SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, 
SEQ ID NO: 1 8 oder SEQ ID NO: 20 dargestellten Sequenz, 

b) Nukleinsauresequenzen, die sich als Ergebnis des degenerierten gene- 
tischen Codes von der in SEQ ID NO: 1 , SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO- 4 
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID 
NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18 Oder SEQ ID 
NO: 20 enthaltenden codierenden Sequenz ableiten lassen 

c) Derivate der in SEQ ID NO: 1 , SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, 
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11 

SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID No! 18 Oder 
SEQ ID NO: 20 dargestellten Nukleinsauresequenz, die fur Polypeptide 
mit der in SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO* 10 
SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19 oder ' 
SEQ ID NO: 21 dargestellten Aminosauresequenz codieren und min- 
destens 40 % Homologie auf Aminosaureebene mit SEQ ID NO- 2 SEQ ID 
NO: 5, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO- 15 
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SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19 Oder SEQ ID NO: 21 aufweisen und eine 
Lysophosphatidsaure Acyltransferase-Aktivitat aufweisen. 

Isolierte Nukleinsauresequenz ausgewahlt aus der Gruppe: 

a) einer Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24 oder 
SEQ ID NO: 26 dargestellten Sequenz, 

b) Nukleinsauresequenzen, die sich als Ergebnis des degenerierten 
genetischen Codes von der in SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24 oder 
SEQ ID NO: 26 enthaltenden codierenden Sequenz ableiten lassen 

c) Derivate der in SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24 Oder SEQ ID NO: 26 
dargestellten Nukleinsauresequenz, die fur Polypeptide mit der in 

SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 25 Oder SEQ ID NO: 27 dargestellten Amino- 
sauresequenz codieren und mindestens 40 % Homologie auf Aminosaure- 
ebene mit SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 25 Oder SEQ ID NO: 27 aufweisen 
und eine Glycerin-3-phosphat Acyltransferase-Aktivitat aufweisen. 

Isolierte Nukleinsauresequenz ausgewahlt aus der Gruppe: 

a) einer Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30 Oder 
SEQ ID NO: 32 dargestellten Sequenz, 

b) Nukleinsauresequenzen, die sich als Ergebnis des degenerierten 
genetischen Codes von der in SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30 oder 
SEQ ID NO: 32 enthaltenden codierenden Sequenz ableiten lassen 

c) Derivate der in SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30 Oder SEQ ID NO: 32 
dargestellten Nukleinsauresequenz, die fur Polypeptide mit der in 

SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 31 oder SEQ ID NO: 33 dargestellten Amino- 
sauresequenz codieren und mindestens 40 % Homologie auf Aminosaure- 
ebene mit SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 31 oder SEQ ID NO: 33 aufweisen 
und eine Diacylglycerin Acyltransferase-Aktivitat aufweisen. 

Isolierte Nukleinsauresequenz ausgewahlt aus der Gruppe: 

a) einer Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO: 34 oder SEQ ID NO: 36 
dargestellten Sequenz, 

b) Nukleinsauresequenzen, die sich als Ergebnis des degenerierten 
genetischen Codes von der in SEQ ID NO: 34 oder SEQ ID NO: 36 
enthaltenden codierenden Sequenz ableiten lassen 
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c) Derivate der in SEQ ID NO: 34 oder SEQ ID NO: 36 dargestellten 
Nukleinsauresequenz, die fiir Polypeptide mit der in SEQ ID NO- 35 
Oder SEQ ID NO: 37 dargestellten Aminosauresequenz codieren und 
mmdestens 40 % Homologie auf Aminosaureebene mit SEQ ID NO- 35 
5 Oder SEQ ID NO: 37 aufweisen und eine Lecithin Choiesterin Acyl- 

transferase-Aktivitat aufweisen. 

15. Isolierte Nukleinsauresequenz nach einem der Anspruche 1 1 bis 14, wobei die 
Sequenz aus einem Eukaryont stammt 

16. Aminosauresequenz, die von einer isolierten Nukleinsauresequenz nach einem 
10 der Anspruche 11 bis 14 codiertwird. 

17. Genkonstrukt, enthaltend eine isolierte Nukleinsaure nach einem der Anspruche 
1 1 bis 14, wobei die Nukleinsaure funktionsfahig mit einem oder mehreren Reou- 
lationssignalen verbunden ist. 

1 8. Genkonstrukt nach Anspruch 1 7, dadurch gekennzeichnet, dass das Nuklein- 
1 5 saurekonstrukt zusatzliche Biosynthesegene des Fettsaure- oder Lipidstoff- 

wechsels enthalt ausgewahlt aus der Gruppe Fettsaure- oder Lipidstoffwechsels 
ausgewahlt aus der Gruppe Acyl-CoA-Dehydrogenase(n), Acyl-ACP[= acyl - 
carrier protein]-Desaturase(n), Acyl-ACP-Thioesterase(n), Fettsaure-Acyl- 
Transferase(n), Acyl-CoA:Lysophospholipid-Acyltransferase(n), Fettsaure- 
20 Synthase(n), Fettsaure-Hydroxylase(n), Acetyl-Coenzym A-Carboxylase(n) 

Acyl-Coenzym A-Oxidase(n), Fettsaure-Desaturase(n), Fettsaure- 
Acetylenase(n), Lipoxygenase(n), Triacylglycerol-Lipase(n), Allenoxid- 
Synthase(n), Hydroperoxid-Lyase(n) oder Fettsaure-Elongase(n): 

19. Genkonstrukt nach Anspruch 17 oder 18, dadurch gekennzeichnet, dass das 
25 Nukleinsaurekonstrukt zusatzliche Biosynthesegene des Fettsaure- oder 

Lipidstoffwechsels enthalt ausgewahlt aus der Gruppe der Acyl-CoA Lyso- 
phospholipid-Acyltransferase, A-4-Desaturase, A-5-Desaturase, A-6-Desaturase 
A-8-Desatuase, A-9-Desaturase, A-12-Desaturase, A-5-Elongase, A-6-Elongase' 
oder A-9-Elongase. 

30 20. Vektor, enthaltend eine Nukleinsaure nach den Anspruchen 1 1 bis 14 oder ein 
Genkonstrukt nach den Anspruchen 17 bis 19. 

21 . Transgener nicht-humaner Organismus, enthaltend mindestens eine Nuklein- 
saure nach den Anspruchen 11 bis 14, ein Genkonstrukt nach den Anspruchen 
17 bis 19 oder einen Vektor nach Anspruch 20. 

35 22. Transgener nicht-humaner Organismus nach Anspruch 21 , wobei der 

Organismus ein Mikroorganismus, ein nicht-humanes Tier oder eine Pflanze ist. 
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23. Transgener nicht-humaner Organismus nach Anspaich 21 Oder 22, wobei der 
Organismus eine Pflanze ist. 

24. Ol, Upide Oder Fettsauren Oder eine Fraktion davon, hergestellt durch das 
Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 10. 

25. OI-, Lipid- oder Fettsaurezusammensetzung, die mehrfach ungesattigter Fett- 
sauren hergestellt nach einem Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 10 
umfasst und von transgenen Pflanzen stammt. 

26. Verwendung von Ol, Lipide Oder Fettsauren hergestellt nach einem Verfahren 
nach einem der AnsprQche 1 bis 10 Oder OI-, Lipid- oder Fettsaurezusammen- 
setzung gemaS Anspruch 25 in Futter, Wahrungsmitteln, Kosmetika Oder 
Pharmazeutika. 
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Figur 1 : Vektorkarte von pSUN3CeLPLAT 
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Figur 2: Aminosaure-Sequenzvergleich von C. elegans LPLATs (Ce-T06E8.1 und 
Ce-F59F4.4) mit der M. musculus LPAAT (Mm-NP061350). 
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HC0KI BQAHR EK3±)AEAANIi NI 
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Figur 3: Fettsaureprofile von transgenen C13ABYS86 S. cerevisiae-Zellen 
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Figur 4: Elongation exogen applizierter 1 8:2 A9 « 12 bzw. 1 SrS* 9 ' 12 ' 15 im Anschluss 
Ihre endogene A-6-Desaturierung (Daten aus Fig. 2 und 3). 
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Figur 5: Fettsaureprof ile von transgenen C1 3ABYS86 S. cerevisiae-Zellen 

in 

CVJ 
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Figur 6: Acyl-CoA-Zusammensetzung transgener INVSd Hefen, die mit den Vek- 
toren pESCLeu PpD6Pse1/pYes2 (A) Oder pESCLeu-PpD6-Pse1/pYes2- 
T06E8.1 (B) transformiert worden waren. 
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Figur 8: Fettsaure-Profile von transgenen INVSd S. cerevisiae-ZeWen. 
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Figur 9A: Vektorkarte von pGPTV LeB4-700 + T06E8.1 



NOS- 
SacI 



T06E8.1 aus 

Xmal 
LeB4- 



NOS-Prom. (10397- 



NPTII (10168- 



pGPTV LeB4- 

13081 



LB (8391- 



WO 2004/087902 



10/37 



PCT/EP2004/003224 



Figur 9B: Vektorkarte von pGPTV USP/OCS-1 ,2,3 PSE1 (Pp)+D6-Des(Pt)+2AT 
(T06E8-1) 



pGPTV/USP/OCS-1,2,3 PSEl(Pp) D6~Des(Pt)-2 AT(T06E8-1) 

Asd(310) 
Sac/ (321) 




NPTII (10168- 
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Figur 1 0A: Biosynthese-Weg von LCPUFAs 



18:1^-PC 




18:2 A9,i2. pc 




20:4 AS * 11 « 14 _pc 
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Rgur 10B: Biosynthese-Weg von LCPUFAs 




20:5 A5,8,11,14,17_ pc 
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Figur 1 1 : Vergleich von GPAT und LPAAT Substratspezif itaten in Lein, 
Sonnenblume und Mortierella alpina 




14:0 16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 20:3 20:4 



E3 Lein GPAT □ Sonnenblume GPAT E3 Mortierella GPAT 

■ Lein LPAAT ■ Sonnenblume LPAAT B Mortierella LPAAT 
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Figur 12: Vergleich von LPCAT Substratspezifitat in Lain, Sonnenblume und 

Mortierella alpina 
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Rgur 13: Vergleich von SEQ ID NO: 2 mit Swiss-Prot Datenbank 

* 50 

Q 9JZ47 MS SNKASFFTRL 

Q9JU41 MSSNKASFFTRL 

Q 59601 MSSNKASFFTRL 

Q9HW50 MARLRLLLRSARL 

SEQ ID NO: 2 MSAWTRAKTAVGL 

035259 ^^TIMDDEVTKRTSAEELESWNLLSRTNYNFQYISLRLTILWGLGVLIRY 



51 100 

Q9 JZ47 RRLCRL AVWLFKTGKNLRG IDGG . CPESRNRAVIELGRGVLAALD 

Q9 JU41 RRLCRLTVWLFKTGKNLRGIDGG . CPESRNRAVIELGRGVLAALD 

Q59601 RRLCRLTVWLFKTGKNLRGIDGG . CPKSRNRAVIALGKGALAALD 

Q9HW5 0 LGLVALGLGLAAWVSLRERLPGADVTPLRQRLTRWWLARLCAALP 

SEQ ID NO: 2 LTLAPARIVFLVTVLGTYGLTVAAOT 

035259 CFLLPLRIALAFTGIGLLVVGTTMVGYLPNGRFKEFLSKHVHLMCYRIC^ 



Q9JZ47 
Q9JU41 
Q59601 
Q9HW50 

SEQ ID NO: 2 
035259 



Q9JZ47 
Q9JU41 
Q59601 
Q9HW50 

SEQ ID NO: 2 
035259 



101 150 

- - IGLEVGRPAPEHPNG - -VLVAANHVSWLDIFAMS .AVYPSSFIAKQEI 
. . IGLEVGRPAPEHPNG . .VLVAANHVSWLDIFAMS .AVYPSSFIAKQEI 
. . IGLEVGRPAPEHPNG . .VLVAANHVSWLDIFAMS .AVYPSSFIAKQEI 

. . FEVRVSGEAPRQP MLWVANHVSWTDIPLLG . ALAPLTFLSKAEV 

GFYHIEVSCDAQGLREWP . RVIVANHVSYLEILYFMSTVHCPSFVMKKTC 
RALTAI ITYHNRKNRPRNGGICVANHTSRIDVI IFASDGYYAMVGQVHGG 

151 200 

KSWPVLGKMGQNAGTVF INRNSRR DIEP INRAVCETLQRGQ 

KSWPVLGKMGQNAGTVF INRNSRR DIEPINRAVCETLQRGQ 

KSWPVLGKMGQNAGTVF INRNSRR DIEPINRAVCETLQRGQ 

RAWPLAGWLAEKAGTLFIRRGSG DSRL INQRLAEQLHRGR 

LRVPLVGYIAMELGGVXVDREGGGQSASAI IRDRVQEPPRDS S SEKHHAQ 
LMGVIQRAMVKACPHVWFERSEVK DRHLVAKRLTEHVQDKS 



Q9JZ47 
Q9JU41 
Q59601 
Q9HW50 

SEQ ID NO: 2 
035259 



201 250 
. . NVSFFPEARTSSGLGLLPFKAALFQSAIDAGAKVLAVALRYYDETGKR 
. . WSFFPEARTSSGLGLLPFKAALFQSAIDAGAKVLAVALRYYDETGKR 
. • NVSFFPEARTS SGLGLLPFKAALFQ SAIDAGAKVLAVALRYYDETGKR 
. . NLL IFPEGTTTNGESLRTFHGRLMASALEAGVAVQPVAIS YRRDGVPD 
• • PLLVFPEGTTTNGSCLLQFKTGAFR . . . PG . APVLPWLEFPIDKARG 
KLPILIFPEGTCINNTSVMMFKKGSFEIG ATVYPVAIKY . . DPQFG 
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251 300 

Q9 JZ47 TARPSYAI^GLPTCLMirVSMKKLTIRVDFVCVADAAE 

Q9JU41 TARPSYADVGLPTCLWRIVSMKKLTIKVDFVCVADAAE 

Q5 9 6 0 1 TARPSYADVGLPTCLWRIVSMKKLTIKVDFVCVADAAE 

Q9HW5 0 AQAPFIGDDDLLSHLGRLLRGERGSVHIQLLEPIPSQ 

SEQ ID NO: 2 DFS PAYESVHTPAHLLRMLAQWRHRLRVRYLPL YEPSAAEKVDADL YARN 

035259 EAFWNSSKYGMVTYLLRMMTSWAIVCS^ 



Q9JZ47 

Q9JU41 

Q59601 

Q9HW50 

SEQ ID NO: 

035259 



301 349 

- - . SEDRYALKDKIEESIRAWADDADIAV 

. . .SEDRYALKDKIEESIRAWADDADIAV 

. . . SEDRYALKDKIEESIRAWADDADIAV 

. . - GLDRAELARQAQQAVRLALFGTAAPTQTRRAA 

VRDEMARALKVPTVEQSYRDKLVYHADLMPHYQ 

KDEDAVQFANRVKSAIARQEDW . . 



17/37 

Vergleich von SEQ ID NO: 5 mit Swiss-Prot Datenbank 

50 

MEVCGDLKSDlsn^KNRPIiTPLRIIiRGIiMILLVFLSTAFMFIiLyFAPIAJVLG 

MEVCGDLKSDOT,KNRPLTPLRILRGIJ^I,r,VFLSTAFMPLLYPAPIAALG 

MEKKSVPNSDKLSLIRVLRGIICU^VSTAFMMLIFWGFLSAW 

5 

MftMAAAVXVPLGILFF I SGLWNLLQAVCYVLV 

LRLLSVQQSRKVVSLIFGLWLAIiWPYIjFETVNGTTWPSGDIIP . . .VEK 
LRLLSVQQSRKWSLIFGLWI^WPYLFETVNGTTV^ . . .VEK 

LRLFSIRYSRKCVSFFFGSWLALWPFLFEKINKO^IFSGDKVP. . . CED 

MDWKVTFAGDKVP . . . KEN 

MGKE 

RPMSKNTYRK INRWAETLWL ELVWIVDWWAGVKIQVFADDETFNRMGKE 

150 

RVLLIANHRTEVDW]^ 
RVLLIANHRTEVDWl^^ 

RVLLIANHRTEVDWMYFWDIiAI»RKGQ XGNIKYVLKSSLMKLPLFGHWAFHI* 
5 RVMVMCNHRTEVDWMyiWNI^ 
HAWISNHRSDIDWLVG*^ 

HALVVCNHRSDIDWLVGWILAQRSGCLGSAIAVMKKSS 

LEFXPVERKREVDEPVLLQMLSSFKDPQEPLWLALFPEGTDFTEEKCKRS 

LEFIPVERKREVDEPVLLQMLSSFKDPQEPLWI^FPEGTDFTEEKCKRS 

FEFIPVERRWEVDEAm^Qr^SSFKDPRDALWI^FPEGTDYTEAKCQRS 
5 FEFIJ>ttiHRKWEVDAPVIKTYIDSFQD 



LiKAA 
250 

QKFAAEVGLPALSNVLLPKTRGFGVCLEVI^SLDAVyDLTIAYKPRCP . 
QKFAAEVGLPALSNVLLPKTRGFGVCLEVLHNSLDAVYDLTIAYKPRCP . 
KKFAAENGLPILNIsTinJLPRTKGFVSCIjQEL _ 

NAIGREKGYPELVNVLQPRTRGFVTCLSQSRCSLDAVYDLTIGYKKRCP . 
QEYAAATGLPVPRNVLIPRTKGFVTAVSQMRSFAPAIYDVTVAIPKSSPA 
QEYAASSELPVPRNVLIPRTKGFVSAVSNMRSFVPAIYDMTVAI PKTSPP 
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300 

Q9C9P8 SFMDIWPGTDPSEVHIHVRRVLLKEIPANEAESSAWIiMDSPKLKDKLLSD 

Q9SFJ1 S FMDNVPGTDPSEVHIHVRRVLLKEI PANEAE S SAWIiMDS FKIrKDKLL SD 

Q9LHN4 SFLDNVYGIEPSEVHIHIRRINI/TQ I PNQEKDINAWLMNTFQLKDQLLND 

SEQ ID NO: 5 LFimVFGTDPSEVHIHIRRIPXSElPQSEDGMTOWLYDLFYQKDQMLAS 
Q9SDN3 



FVAKDALLDK 



Q9XFW4 ptmlrlfkgqpswhvhikchsmkdlpepedeiaqwcrdq: 



301 

350 

Q9C9P8 fna Q gk fpnqrpeeelsvlkciatfagkqqqvtkpscqkvflllnqssde 
Q9SFCU fnaqgkfpnqrpeeelsvlkciatfagkqqqvtkpscqkvflllnqssde 

Q9LHN4 FYSNGHFPNEGTEKEFNTKKYIiINCLAVIAFTTICTHIjTFFSSMIWFRiy 

SEQ ID NO: 5 FSKTGSFPDSGIE . ESPLNIVEGVCNVALHWLSGWVFWCLFHSVWLKLY 

Q9SDN3 HTVBQTFGDQQLKVOTGRPLKSLLVVTAWACLLILGtALKFLYWSSL 

Q9XFW4 HIAADTFPGQKEQNIGRPIKSIAWVSWACIJ.TLGAI^FLHWSNLFS^ 

351 

400 

Q9C9P8 KESKKAVAQHPFTDTLDHLFQVEHSISCFL Ylffll YNLSTCHLI SLYE 

Q9SFJ1 KESKKAVAQHPFTDTLDHLFQVEHS ISCFLYMHI YNLSTCHLI SLYE 

Q9LHN4 VSIACVYLTSATHFNI^RSVPLVETAKNSLKLVNK 

SEQ ID NO: 5 VAFASLLLAFSTYFDWRPKPVYSSLRTKRKIV 

Q9SDN3 

Q9XFW4 



401 

Q9C9P8 

Q9SFJ1 

Q9LHN4 

SEQ ID NO: 5 

Q9SDN3 qq 

Q9XFW4 EVEEKQK 
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Figur 15: Vergleich von SEQ ID NO: 35 mit Swiss-Prot Datenbank 



P04180 
Q08758 
Q9MZ04 
Q9DDJ6 
Q9Y2B3 

SEQ ID NO: 35 



50 
.MGP 
.MGP 
.MGL 
.MGR 
.MGL 



MCSISCGSTPQQLCHYI^SGELITI^SRAAIRWWRYGQQCKVLLPLDLIR 



51 



P04180 
Q08758 
Q9MZ04 
Q9DDJ6 
Q9Y2B3 

SEQ ID NO: 35 



P04180 
Q08758 
Q9MZ04 
Q9DDJ6 
Q9Y2B3 

SEQ ID NO: 35 



PGSPWQWVTLLLGLLLPP . 
PGSPWQWVPLLLGLLLPP . 



100 

AAPFWLLNVLFPPHTTPK 

AAPPWLLNVLFPPHTTPK 

PGSPWQWVLLLLELLLPT AAPFWLLNVLFPPHTTPK 

TGAGFALLTLLLLLPQ P ASQFWLFNVLFPPTSTPE 

HLRPYRVGLLPDGLLFLL LLLMLLADPALP 

SSSQFFIVVLTLTLFLFTTCGAVHTAAQDRSFATLSQRSRASLFSVGRAQ 

150 

AELSNHTRPVILVPGCLGNQLEAKLDKPDWN . WMC YRKTEDFFTIWLDL 
AELSNHTRPVILVPGCLGNQLEAKLDKPDWN. WMCYRKTEDFFTIWLDL 
AELSNHTRFVILVPGCLGNQLEAKLDKPDVVN . WMC YRKTEDFFTIWLDL 
APPTNSTPPWLVPGCLGNQLEAKLDKPDWN . WMC YRKTEDYFTIWLNL 
. . . AGRHPPWLVPGDLGNQLEAKLDKPTWH . YLCSKKTES YFTIWLNL 
ARNKHHLAPVVIVPGTGGN QLEARLTAD YEANKPWC YS FRKD YFRLWLDV 



151 



P04180 
Q08758 
Q9MZ04 
Q9DDJ6 
Q9Y2B3 

SEQ ID NO: 35 



200 



NMFLPLGVDCWIDNTRVVYNRSSGLVSNAPGVQIRVPGFGKTYSVEYLDS 
NMFLPLGVDCWIDNTRVVYNRSSGLVSNAPGVQIRVPGFGKTYSVEYLDS 
NMFLPI^OTIDNTRVTYNHSSGRVSNAPGVQIRVPGFGKTYPVEYLDN 
NTFLPVGVDCWIDNTRVVYNRTSRKMSNAPGVHIRVPGFGKTYSVEYLDQ 
ELLLPVIIDCWIDNIRLVYNKTSRATQFPDGVDVRVPGFGKTFSLEFLDP 
KTLFPPFTTCFADRLSLDYNPQSDAYSNIKGVKTRVPFFGTTEGMEYLDP 



201 

P04180 
Q08758 
Q9MZ04 
Q9DDJ6 
Q9Y2B3 

ID NO: 35 SLKFLTGYMIHLVNALKAHGYENGKSLYGAPYDFRFAPGPHASNVALEYL 



250 

SK . . IAGYiaTLVQNLVNNGYVRDEWRAAPYDWRLEPGQQE EYY 

SK. . ^^GYLHTLVQNLVNNGYVRDETVRAAPYDWRLEPGQQE EYY 

SK. .LAGYMHTLVQNLVNNGYVRDETVRAAPYDWRLGPKQQE EYY 

SK. . LAGYLHTLVQNLVNNGYVRDQTVRAAPYDWRVGPQEQP EYF 

SKSSVGSYFHTMVESLVGWGYTRGEDVRGAPYDWRRAPNENG PYF 
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251 



P04180 
Q08758 
Q9MZ04 
Q9DDJ6 
Q9Y2B3 



RKLAGLVEEMHAAYG . KPVFLIGHSLGCLHLLYFLLRQPQAWKDRFIDGF 
HKLAGIiVEEMHAAYG . KPVFLIGHSLGCLHLLYFLLRQPQAWKDRFIDGF 
RDLARLVEEMHATYG . KPVFLIGHSLGCLHLLHFLLHQPQSWKDRFIDGF 
QNLKALIEEMHDEYQ . QRVFLIAHSMGNLNVLYFLLQQRQAWKDQYIGGF 
LALREMIEEMYQLYG . GPWLVAHSMGNMYTLYFLQRQPQAWKDKYIRAF 
SEQ ID NO: 35 KDLKDLIETAYSVHMTEPVVTIiAHSMGGLWTLFFIJ^ 



PCT/EP2004/003224 



300 



301 



P04180 
Q08758 
Q9MZ04 
Q9DDCT6 
Q9Y2B3 
SEQ ID NO: 

P04180 
Q08758 
Q9MZ04 
Q9DDJ6 
Q9Y2B3 
SEQ ID NO: 

P04180 
Q08758 
Q9MZ04 
Q9DDJ6 
Q9Y2B3 
SEQ ID NO: 



350 



ISLGAPWGGSIKPMLVIiASGDNQGIPIMSSIKLrKEEQRITTTSPWMFPSR 
ISI^APWGGSIKPMLV^SGDNQGIPIMSSIKLKEEQRITTTSPW^PSR 



35 



35 



35 



P04180 
Q08758 
Q9M204 
Q9DDJ6 
Q9Y2B3 

SEQ ID NO: 35 



^ v ^^^ W vjo.r-xi?aot>±iUjKfiEQRITTTSPWMFPSS 

ISLGAPWGGSVKPLRVI^GDNQGIPI^SNIKLREEQROT^SPWMFPTS 
VSLGAPWGGVAKTLRVLASGDNNRIPVIGPLKIREQQRSAVSTSWLLPYN 
VSVATPWGGAVEQMMTFASGNPEGVPFVNSLVVREEQRRS ESNLWLLFVR 
351 

400 

MAWPEDHVFISTPSFNYTGRDFQRFFADLHFEEGWYMWLQ . SRDLLAGLP 
LAWPEDHVFISTPSFNYTGRDFQRFFADLHFEEGWYMWLQ . SRDLLAGLP 
EVWPEDHVFISTPSFNYTIRDYQRFFVDVHFEEGWYMWLQ . SRDLLAGLP 
I^WPEDHIFISTPSYNYTYRDYKQFFTDVNLEDGWYMW^ . MKDLLKGLP 
YTWSPEKVWQTPTINYTLRDYRKFFQDIGFEDGWLMRQD . TEGLVEATM 
RCFR.DRPLVITSSRNYTAGDMEQFLCDIGFPEGVAPYKSRIPHLTDILQ 
401 

450 

APGVEVYCLYGVGLPTPRTYIYDHGFPYTDPVGVLYEDGDDWATRST. E 
APGVEVYCLYGVGLPTPRTYIYDHGFPYTDPVDVLYEDGDDTVATRST. E 
APGVEVYCLYGVGIjPTPSTYI YDHDFPYTDPLDVL YEDGDNTVATRSM \ E 
PPGVDTYCLYGTGYPTVETYI YDEHFPYEDPVDMI YGDGDDTVNRRS S . E 
PPGVQLHCLYGTGVPTPDSFYYES . FPDRDPK . ICFGDGDGTVNLKSA . I> 
PPQVPVTLIHGYGVPTAETLSYEK . KGFDNHPEITEGDGDGTVNVCSLTA 
451 

500 

LCGLWQGRQ PQPVHLLPLHG IQHLNMVFSNLTLEHINAILIjGAYRQGP pa 
LCGIiWQGRQPQPVHLLPLRGIQHLNMVFSNQTLEHINAIIjIiGAYRQGPPA 

lcsqwqgrqpqpvhllplhriqhlnmvfsnqtlehindiij^ 



qcqawqsrqehqvllqelpgsehiemlanattlaylkrvi^ge 



P04180 
Q08758 
Q9MZ04 
Q9DDJ6 
Q9Y2B3 
SEQ ID NO: 



501 524 

SPTASPEPPPPE 

SLTASPEPPPPE 

PPAASPRPLTPE 

35 FH. 
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Figur 16: Vergleich von SEQ ID NO: 23 mit Swiss-Prot Datenbank 

1 

P10349 50 

Q9FEP9 MFILSSSSSTLPSAPPFSSTTSIFLSFSRVSLPPSSSSLK 

ZTl ^ ILSAVSSSSSSSSSVPSS ^^S L SPSISL S FSRVSLPPSSSSSSSSL 

qJ^I ^^SSSSLPSPLSMSSRVSLPPPSSSSUKT. . 

M^VPSALPRVSRSVSAARFJSVSGVGSSPALSSRS 

SEQ ID NO: 23 m « T ™ 

MPSLFRAKRNGRRTPGNAVTN . 

P10349 ^ 100 

nQj7 _ DQ MAELIQDKESAQ SAATAAAAS 

' ' LLPLSLQFGPP ^ S - SCSL ^ SASi ^"QD^^^ 
Q39639 KLFLPliSLHFTPPKLSSPHSFLRFSASRAMAELIQDKESAHTPSTTDVTO 
ZIT, ' - LLPLSPHFQPPNLAC - ' - SCSVASRSTAELLHDFKHSAHTAASADEAR 

Q9M4V1 CTSLDSSVRSSLRRCPCGIYTSRTKAVVEAVESKASAREWRSAVKRAVIiA 

SEQ ID NO: 23 FGKSEFW 0 

J?^SEFH R . . EIS . . . GSTRATTQVAEATTAGLRE 

101 

P10349 — 150 



Q9FEP9 

Q39639 N DPPHSRAFUDLRSEEEL1 

Q9FEQ0 n 



Q9M4V1 SDTGAEEEVGHSRSFLRARSEEELLSYIRKEVETGRLSSDIANGLEELYY 
SEQ ID NO: 23 



151 

TD1 «-Jyl ft 200 

349 NVR^VIESGNPKADEIVLS^ALDRILLDVEDPPVFSSHHKAIREPF 

Q9FEP9 ^AVIESGNPKADEIVLSNMTVAI.DRILLDVEDPPVPSSHHKAIREPF 
Q39639 

Q9FEQ0 

Q9M4V1 X^nfRNAVLQSGDPRANKIILSNMAVAFDRIIiliD^ 
SEQ ID NO: 23 NYRDAVVSSGVENAMDIVVKVMSTVL 

201 

P10349 250 



Q9FEP9 

Q3 9 63 9 DYYTFGQNYVRPLIDFENSFVGNLSLFKD: 
Q9FEQ0 

Q9M4V1 

SEQ ID NO: 23 



D^FGQNYIRPLIDFGNSFVC^SL 

IEEKLHQGHNWLI SNHQTEA 



DYYldFGQNYIRPLIDFRRSYIGNISIFSDMEEKI^QGHNIVIjMSNHQTEA 
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P10349 
Q9FEP9 
Q39639 
Q9FEQ0 
Q9M4V1 

SEQ ID NO: 23 



P10349 
Q9FEP9 
Q39639 
Q9FEQ0 
Q9M4V1 

SEQ ID NO: 23 



P10349 
Q9FEP9 
Q39639 
Q9FEQ0 
Q9M4V1 

SEQ ID NO: 23 



P10349 
Q9FEP9 
Q39639 
Q9FEQ0 
Q9M4V1 

SEQ ID NO: 23 



P10349 
Q9FEP9 
Q39639 
Q9FEQ0 
Q9M4V1 

SEQ ID NO: 23 



251 300 

DPAIISLLLEKTNPYIAENTIFVAGDRVI^PLCKPFSIGRNIjICVySKK 
DPAIISLLLEKlOTYIAENTIFVAGDRVIiADPLCKPFSIGRNLICVYSKK 
DPAI I SLLLEKTNPYIAENMIYVAGDRVIADPLCKPFS IGRNLICVYSKK 
DPAIISLLLEKTSPYIAENMIYVAGDRVIVDPLCKPFSIGRNLICVYSKK 
DPAI IALLLERINSHIAETMVFVAGDRVIjTDPIjCKPFSMGRNLLCVYSKK 
DPAVMMjLLEHSHPYIAENLTYV 

301 350 
HMFDIPEI/TETKRKANTRSLKEMAI^^ 

HMFDIPEIjTETKRKANTRSLKEMAIjLLRGGSQIjIWIAPSGGRDRPDPSTG 
HMLDI PELAETKRKANTRSIiKEMALLIiRGGSQL IWIAPSGGRDRPDPSTG 
HMFDIPEI^TORKAOTRSLKEMALLLRGGSQLIWIAPSGGKDRLDPSSG 
HMDDVPELIEMKRRANTRSLKEMALLLRGGSQI IWIAPSGGRDRPDPSTG 
HIHDVPDIiAEMK IKANAKTLRQMTILLRQGGQ YYG 

351 400 
EWYPAPFDASSVDNMRRLIQHSDVPGHLFPLALLCHDIMPPPSQVEIEIG 
EWYPAPFDASSVDNMRRLIQHSDVPGHLFPI.ALLCHDIMPPPSQVEIEIG 
EWYPAPFDASSVDNMRRLLQHSGAPGHLYPLALLCYDIMPPPSQVEIEIG 
EWLPAPFDASSMDNmRLIQHSGVPGHLCPLAIiLCYDIMPPPSKVEIEIG 
EWHPAPFDVSSVDNMRRLVEHSSVPGHIYPLSLLCYEVMPPPQQVEKQIG 



401 450 
EKRVIAFNGAGLSVAPEI SFEE IAATHKNPEEVREAYSKALFDSVAMQ YN 
EKRVIAFNGAGLSVAPEISFEEIAATHKNPEEVREAYSKALFDSVAMQYN 
EKRVISFNGTGLSVGPEISFDEIAASRDNPDEVREAYSKALYDSVAKQYN 
EKRVISFNOTGLSLAPAISFEAIAATHRNPDEAREAYSKALFDSVSMQYN 
ERRTI S FHGVGL SVAPELiNFNELTAGCETPEEAKEAF SQAL YNSVGEQ YN 



451 476 
VLKTAI SGKQGLGASTADVSLSQPW . 
VLKTAISGKQGLGASTADVSLSQPW . 
VLKAAIDGKQELEASVADVSLSQPWI 
VLKAAIYGRQALRASTADVSLSQPWI 
VLKSAIHEHRGLNASNSIISLSQPWQ 
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Figur 17: Vergleich von SEQ ID NO: 27 mit Swiss-Prot Datenbank 



SEQ ID NO: 27 

Q9XFW4 

Q40119 

Q9SDN3 

Q41745 

Q9SYC8 



50 



.MAMAAAVIVPI^ILFFISGL^ 

MAIPAAAFIVPISLLFFMSGLVVNFIQAOTYVLVRPISKDT^ 

MA.IPLVLVVLPLGLLFLLSGLIVNAIQAVLFVTIRPPSKSFYRRINRF 
MKIPAALVFIPVGVLFLISGIjIVNI IQLVFPI IVRPPSRSLYRRINKNVA 



51 



100 



101 



150 



GWIIAQRLGCI^O^VMra 
GWIIiAQRSGCLGSAIiAVMKKSSKFLPVIGWSMD^ 



SEQ ID NO: 27 EVLWSEL X^IjDWWANVKVKVYTPKESWEHLGKEHALL I CNHRSD IDWLV 

Q9XFW4 Em ^^™^WWA^ 

040119 ELLWLELVWV'IDWWAGTVKVQLYTDTESFRLM 
Q9SDN3 

MGKEHALVI SNHRSDIDWLV 

Q41745 ELLWLQLVWWDWWAGVKVQLHADEETYRSMGKEHAL 
Q9SYC8 



SEQ ID NO: 27 

Q9XFW4 

Q40119 

Q9SDN3 

Q41745 

Q9SYC8 



SEQ ID NO: 27 

Q9XFW4 

Q40119 

Q9SDN3 

Q41745 

Q9SYC8 



GWVLAQRSGCLGS SLAVMBCKSSKFLPVIGWSMWFS^ 
GWIIAQRSGCLGSTIAVMKKSSKFLPVIGWSMWFAEYL^ 
GWVMAQRVGCLGSSIAIMKKEAKYLPI IGWSMI/^SDYIFliERSWAKDENT 



151 



200 



LKNGYS SLKGFPRTLWVALFVEGTRFTKAKLEAAQK FAADTGLRVPRHVL 
LQSGLQRLNDFPRPFWI^FVEGTRFTEAi^KAAQEYAASSELPVPR^ 
LKSGLQRI^FPKPPWI^FVEGTRFTKAKLLAAQEYAAS 
LKSGVQRLKDFPQPFtnTIiALFVEGTRFTQAKLLAAQEYJ^ 

LKWGI^QRLKDFPRPFWLALFVEGTRFTPAKLIjAAQEYAASQGLPAPRNVL 
LKAGFKRLEDFPMTFWLALFVEGTRFTQEKLEAAQEYAS IRSLPSPRNVL 



201 



SEQ ID NO: 

Q9XFW4 

Q40119 

Q9SDN3 

Q41745 

Q9SYC8 



27 



250 



VPRTKGFVSAVENIJIEFVPVVYDMTVAI SKELPNPTMIRIFRGQPSVVHV 
I PRTKGFVS AVSNMRS FVPAI YDMTVAI PKTS P PPTMLRLFKGQ P SWHV 
I ^^^FVSAVSNMRSFVPAI YDLTVAIPKTTEQPTMLRLFRGKS SWHV 
IPRTKGFVTAVSQMRSFAPAI YDVTVAI PKS SPAPTMLRLFEGRPSVVHV 
I PRTKGFVSAVS IMRDFVPAIYDTTVIVPKD S PQPTMLRILKGQ S S VIHV 
IPRTKGFVSAVSEIRSFVPAIYDCTLTVHNNQPTPTLLRMFSGQSSEINL 
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SEQ ID NO: 27 HVRRVPMSDLPEGANArSKWCHDAFHIKDDRLEQHEKENTFGEDLYIPIE 

Q9XPW4 HIKCHSMKDLPEPEDEIAQWCRDQFVAKDALLDKHIAAOTFPGQKEQNIG 

040119 HLKPJJI^LPKTDDGVAQWCKE^FISKDALLDKHVAEDTFSGLEVQDIG 

Q9SDN3 HIKPJJVM^LPETDEAVAQWCKDIFVAKDALLDKHTVEQTFGDQQLKVTG 

041745 RMKRHA14SEMPKSDEDVSKWCKDIFVAKDALLDKHLATGTFD . EEIRPIG 

Q9SYC8 QMRRHKI1SELPETDDGIAQWCQDLFXTKDAQLEKYFTKDVFSDLEVHQIW 

301 

350 

SEQ ID NO: 27 RPLKPLIIVISWAITLIAAAWWFLRR . . VLSTWKGIAWAGVLWVMLCV 
Q9XFW4 RPIKSLAWVSWACLLTLGAMKFIiHWSNLFS SWKGIALSAFGLGI ITTiCM 

040119 I^SLWWSmCL.^IX3LVKFI^^ 

Q9SDN3 RPLKSLLVVTAWACLLILGALKFLYWSSIiSSWKGIAFSALGIGVVTVm 
041745 RPVKSLLVTIiFWSCLIiLFGAIEFFKWTQLLSTWRGVAFTAAGMAIiVTGVM 
Q9SYC8 RPIKPLIWIIWLGFLVFGGFKLLQWLSIVASWKIILLFVFFLVIATITM 

351 39! 

SEQ ID NO: 27 Q ILVMSSQSERS SDPAAKKANQKQAASVAHLGKTD 

Q9XFW4 QII.IRSSQSERSTPAKVAPAKPKDNHQSGPSSQTEVEEKQK 

040119 HH.IRSSQSEHSTPAKTRARQTAENPK 

Q9SDN3 QILIRFSQSERSTPAPVAPTNNKNKGESSGKPEKQQ 

041745 HVPIMPSQAERSSSARAARNRVKKE 

Q9SYC8 QILIQSSESQRSTPAKRPLQEQLISA 
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Figur 18: Vergleich von SEQ ID NO: 8 rnit Swiss-Prot Datenbank 

1 50 
SEQ ID NO: 8 MESTAOTGMSDDDPILI^GLETPIJLAEFPLGERPTIGPEAPVNPFHEPDG 



P42322 
Q9NKW7 
Q9XFJ4 
035259 
Q9FF57 



- MGQREDIRTLSNEYEVTDIPRRGGLSVVRRGTRRRTLHSGQHHE 



51 100 



GWKTNNEWNYFQMMKS ILLI PLIiLVRLVSMITIVAFGYVWIR IGVTD 



SEQ ID NO: 

P42322 

Q9NKW7 

Q9XFJ4 WAIKTLR . RFGPPPAPEKKSIJ^SRVPQAALISETLLTNEtiVMIKIVE 

METIMDDEVTKRTS AEELESWNLLSRTNYN - 

MIEQLGIiII IMGLIHYQSERVKPREWIiKIiSSSENSR 

101 150 



035259 
Q9FF57 



PLFKPFNPCRRFMLWGIRLVARAVMFTMGYYYI P IKGKPAHRSEAP I IVS 



SEQ ID NO: 

P42322 

Q9NKW7 

Q9XFJ 4 DVSPHPNVIHLYDVCEDPSGVHLILELCSGGELFDRIAGQARYNEEGAAA 

035259 • • • FQYISLRLTILWGIiGVI*IRyCFLLPIjRIAIAFTX3IGLLVVGTTMVG 

Q9FF5 7 LG . NTKTNHRRSETGDVSYEQRDIjLDISPTIjTEIAAGAIVDFHCFKTCRCF 

151 200 

SEQ ID NO: 8 NHIGFLDPIFVFYRHLPAIVSAKENVEMP I IGLFLQALQ 1 1 PVDRTDAQS 

P42322 

Q9NKW7 

Q9XFJ4 WRQIAKGLEAI^GASIVHRDI^ 

035259 LPNGRFKEFIiSKHVHLMCYR 

Q9FF57 TLAFGWIIFIiSLFIFVNAIiLK 

201 250 

SEQ ID NO: 8 RHHAAGNVRRRAVDNMWSHVMLFPQGTTTNGRAI IAFKTGAFSPGLPVQP 

P42322 * 

Q9NKW7 

Q9XFJ4 FANPWGLFGSIDYVSPEALSREKITTKSDIWSLGVILYILLSGYPPFIA 

035259 

Q9FF5? - - .GQDRLRKKIER 
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251 



SEQ ID NO: 8 
P42322 
Q9NKW7 
Q9XFJ4 

035259 ICVR. ALTAI ITYHN. 

Q9FF57 VLVEMICSFFVASWTG 
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300 



301 



SEQ ID NO: 

P42322 

Q9NKW7 

Q9XFJ4 

035259 

Q9FF57 



SEQ ID NO: 

P42322 

Q9NKW7 

Q9XFJ4 

035259 

Q9FF57 



SEQ ID NO: 

P42322 

Q9NKW7 

Q9XFJ4 

035259 

Q9FF57 



SEQ ID NO: 

P42322 

Q9NKW7 

Q9XFJ4 

035259 

Q9FF57 



350 



KYPHEFASRVRSEMAKALGIVCTEHSFLD. . . IKLALAAEKLKQPSGRSIi 
MGONTSSLRP 



.MSN 



LEHPWVTGDLiUCQEQMDAEIVSRIiQSPNARRKFRAAAMASILSSSPSliRT 



. . -RKNRPRN QG 

• WKYHGPRPSIRP. . .KQ 



351 



400 

. VTFEELCTALDLP . 
EEVEEMQKGTNFTQKEIKKLYKRFKKLDKDGNGT. - ISKDEFLMIPELA 
ENSLPMELCSNPDPDEIKRLGKRFRKLDLDMSGS. . LSVDEFMTLPELQ . 
KKLKKLVGSYDLKPEELENLSHNFKKICKNGENSTLLEFEEVLKAMEMSS 

ICVANHTSRIDVIIFASDGYYAMVGQVHGGLMGVIQRAMVKACPHVWFE 
VYVfl 



401 



450 



QNPLVQRVID I FDTDGNGEVDFKEF IEGVSQFSVKGDKL SKLRFAFK I YD 
LVPLAPRIFDLFDNNRDGTVDMREIIGGFSSLKYSQGD . DALRLC FQ VYD 
RSEVKDRHLVAKRLTEHVQDKSKLPILIFPEGTCINNT . SVMMFKKGSFE 
RSEAKDRErVAKKLRDHVQGADSNPLLIFPEGTCVNNN. YTVMFKKGAFE 

451 

500 

VNGDGTLSRDEVERSLLDIFPELPPI TVFKLFDTLD INHDEK I S 

IDGDGYISNGELFTVLKMMVGNNLSD . VQLQQXVDKTILEADEDGDGKIS 
MDKIX3YISNGEI.FQVLKMMVGNIILKD . TQLQQIVDKTIIHADADGDGKIS 
TDRSGCISKEEVESMLRALPEDCLPINITEPGKLDEIFDLMDANSDGKVT 

IGATVYPVA1KYDPQFGDAFWNSSKYG MVTYLLRMMTSWAIVC SV 

LDCTVCPIAIKYNKIFVDAFWNSRKQS FTMHLLQLMTSWAWCEV 
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SEQ ID NO: 8 

P42322 

Q9NKW7 

Q9XFJ4 

035259 

Q9FF57 



SEQ ID NO: 8 

P42322 

Q9NKW7 

Q9XFJ4 

035259 

Q9FF57 



501 550 

WEEFSSFLQRNPEYIAIIIYAHPTI/LKPPTSTS 

FEEFAKTLSHQDLENKMTIKL 

FEEFCAWGNMDVHKKMWDV 

FDEFKAAMQRDS SLQDWLS SLRPN 

WYLPPMTREKDEDAVQFANRVKSAIARQEDW 

WYLEPQTIRPGETGI EFAERVRDMI SLRAGLKKVPWDGYLKYSRPSPKHS 

551 568 



ERXQQSFAES ILARLEEK 
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Figur 19: Vergleich von SEQ ID NO: 10 mit Swiss-Prot Datenbank 

50 

Q24214 

P28470 I 

SEQ ID NO: 10 MTSTEOTAMFTEDTSTLNGSTEANH^ 
035259 

METIMDDEVTKRTSAEEL 

Q9XFJ4 MGQREDIRTL SNEYEVTDI PRRGGL SVVRRGTRRRTLHSGQHHEVVA IKT 

Q24214 

P28470 

SEQ ID NO: 10 WSIPQVIKTILLVPLLVIRLLSMFA^ 

03 52 5 9 ESWNLLSRTNYNFQYISLRLTILWGLGVIjIRYCFLLP 

Q9XFJ4 LRRFGPPPAPEKKSLNKSRVPQAALISETLLTNELLVMIKIVEDVSPHPN 

150 

Q24214 

P28470 ...... 



SEQ ID NO: 10 PLRRLLLVSVRIilARGVMVAMGYYYILVKGKPAHRSVAPI IVSNHIGFVD 

035259 LRIALAFTGIGLLWG TTMVG 

Q9XFJ4 VIHLYDVCEDPSGVHLILELCSGGELFDRIAGQARYNEEGAAAVVRQIAK 



151 

200 

Q24214 

P28470 

SEQ ID NO: 10 PIFVFYRHLPVIVSAKEIVEMPI IGMFLQALQ I IPVDRINPASRHHAAGN 
035259 

YLPNGRFKEFLSKH 

Q9XFJ4 GLEALHGAS IVHRDLKPENCLFLNKDENS PLK IMDFGLS S I EDFANPWG 

201 

250 

Q24214 

P28470 

SEQ ID NO: 10 IRRRAMDNEWPHVMLFPEGTTTNGK^ 
035259 VHLMCYR 

Q9XFJ4 LFGSIDWSPEALSREKITTKSDIWSLGVILyiliLSGYPPFIAPSNRQKQ 
251 

300 

Q24214 

P28470 

SEQ ID NO: 10 KYVNPOTCNQGGPLVILFQLMTQFVNYME^ IKNPHEFA 
0352 59 

ICVR ALTAI ITYHNRK 

Q9XFJ4 QMILNGQFSFDEKTWKNISSSAKQLISSLLKVDPNMRPTAQEILEHPW^ 
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301 350 

Q24214 

MGNETSLPME 

P28470 

GNEASYHSE 

SEQ ID NO: 10 NRVRTEMAKALGWCTEHNF . . . LDIKLKMAAEKLKQPSGRSLVEFARME 
035259 NRPR 

N GGICVANHT 

Q9XFJ4 GDI^QEQMDAEIVSRLQSFNARRKFRAAAMASII.SSSFSLRTKKLKKI.V 

351 400 
Q24214 MCSNFDADEIRRLGKRFRKLDLD . . NSGALSVDEFMSLPELQ . QNPLVQR 

P2 847 0 MGTHPDHDEIKRLGRSFKKMDLD . . KSGSLSVDEFMSLPELQ . QNPLVGR 

SEQ ID NO: 10 KLFRLDYSKAQEYLEKFSAMDPS . . HSGYVTYDEFLKALHLP . PTQITEQ 
035259 SRIDVIIFASDGYYAMVGQVHGG . . LMGVIQRAMVKACPHVW. FERSEVK 

Q9XFJ4 



4 °1 

450 

Q24214 VIDIFDADGNGEVDFKEFIQGVSQFS . VKGDKLSKLRFAFRIYDMDNDGY 

P28470 VTDIFDTDGNGEVDFREF IVGTSQFS . VKGDEEQKLRFAFRIYDMDNDGF 

SEQ ID NO: 10 VFNLFDKNGHGSINFREFVAGLAFLS . THTSFQTTMKAAFKACDVDGDGT 
035259 DRHLVAKRLTEHVQDKSKLPILIFPEGTCINNTSVMMFKKGSFEIGATVY 
Q9XFJ4 IFDLFDNNRDGTVDMREIIGGFSSLK. . YSQGDDALRLCFQVYDTDRSGC 

451 500 
Q2 42 14 ISNGELFQVLKMMVGNNLKD . TQLQQ IVDKTIGFADKDEDGK ISFDEFCS 

P28470 ISNGELFQVLKMMVGNNLKD . WQLQQLVDKSILVLDKDGDGRISFEEFRD 

SEQ ID NO: 10 LTRNEVESSLMAVFP ELPPATVLKLFDTLDLNRDGS INWEEFS S 

035259 PVAIKYDPQFGDAFWN SSKYGMVTYLLRMMTSWAIVCS 

Q9XFJ4 ISKEEVESMLRALPEDCLPINITEPGKLDEIFDLMDANSDGKVTFDEFKA 

501 532 

Q24214 WGNTDIHKKMWDV 

P28470 WRTME IHKKLWFVDHGQED 

SEQ ID NO: 10 FLQRNPEYLAIILAAHPTLLQAPKSEESETNI 
035259 VWYLPPMTREKDEDAVQFANRVKSAIARQEDW 
Q9XFJ 4 AMQRDSSLQDWLSSLRPN 
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Rgur 20: Vergleich von SEQ ID NO: 12 mlt Swiss-Prot Datenbank 

i 

50 

Q9XFW4 - MM^VIVPI^ILFFISC^VVOT.LQAVCYVLVRPMSKNTORKIKRVVA 
Q9SDN3 

Q40119 MAIPAAAFIVPISLr,FFMSGLWNFIQAVPYVLVRPISKDTYRRINTLVA 

Q41745 MAIPLVLVVLPLGLLFLLSGLIVWAIQAVLFVTIRPFSKSFYRRINRFLA 

Q9SYC8 MKIPAALVFIPVGVLFLISGLIVNIIQLVFFIXVRPFSRSLYRRINKNVA 
SEQ ID NO: 12 

MIMM 

51 

100 

Q9XFW4 ETLWLFiWIVD^AGVKIQWADDETFNRMGKEHALWCNHRSDIDWLV 
Q9SDN3 

MSKEHALVISNHRSDIDWLV 

040119 ELLWLFiVWIDWWAGVKVQLYTDTESFRI^GKEHALLICNHRSDIDWLI 
Q41745 FXLWLQLVWVVDWWAC3VKVQLHADEETYRSMGKEHALIISNHRSDIDWLI 
Q9SYC8 ELLWLQLIWLFDWWACIKINLYVDAETLELIGKEHALVLSNHRSDIDWLI 
SEQ ID NO: 12 EVLWSELIWLLIWWANVKVK^ 

Q9XFW4 GWILAQRSGCLGSALAVMKKSSKFLPVIGWSMWFSEYLFLERNWAKDEST 
Q9SDN3 GWVLAQRSGCLGSSLAVMKKSSKFLPVIGWSMWFSEYLFLERSWAKDEGT 
040119 GWVIAQRCGCLSSSIAVMKKSSKFLPVIGWSMWFSEYLFLERNWAKDENT 
Q41745 GWILAQRSGCLGSTLAVMKKSSKFLPVIGWSMWFAEYLFLERSWAKDEKT 
Q9SYC8 GWVMAQRVGCr^SSIAIMKKEAKYLPIIGWSMWFSDYIFLERSWAKDENT 
SEQ ID NO: 12 GWIIAQRLGCIX3GTRAVMKKSTKFLPVIGWSMWFSEYVFr.SRDWAKDEKV 

Q9XFW4 I^SGLQRLNDFPRPFWLALFVEGTRFTEAKLKAAQEYAASSELPVPRNVL 

Q9SDN3 LKSGVQRLKDFPQPFWLALFVEGTRFTQAKLIAAQEYAAATGIiPVPRNVL 

040119 LKSGLQPXNDFPKPFV^FVEGTPJTKAKLI^QF^AASAGLPVPRNVL 

Q41745 ^^^PPRPPVOJa.FVEGTRFTPAKLI^QEYAASQGLPAPRNVL 

Q9SYC8 LKAGFKRLEDFPMTFWLALFVEGTRFTQEKLEAAQEYASIRSLPSPRNVL 

SEQ ID NO: 12 LKNGYSSLKGFPRTLWALFVEGTRFTKAKLEVAQKFAADTGLRVPRYVL 

201 

250 

Q9XFW4 IPRTKGFVSAVSNMRSFVPAIYDMTVAIPKTSPPP-mLRLFKGQPSVVHV 
Q9SDN3 IPRTKGFVTAVSQMRSFAPAIYDVTVAIPKSSPAP1MLRLFEGRPSWHV 
Q40119 IPRTKGFVSAVSNMRSFVPAIYDLTVAIPKTTEQPTOILRLFRGKSSWHV 
Q41745 I PRTKGFVS AVS IMRDFVPAI YDTTVIVPKDS PQ PTMLRILKGQS SVI HV 

Q9SYC8 IPRTKGFVSAVSEIRSFVPAIYDCTLTVHNNQPTPTliIiRMFSGQSSEINL 
SEQ ID NO: 12 VPRTKGFVSAVENLREFVPWYDMTVAISKELPNPIMIRIFRGQPSWHV 
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251 



Q9XFW4 
Q9SDN3 
Q40119 
Q41745 
Q9SYC8 

SEQ ID NO: 12 



300 

HIKCHSMKDLPEPEDEIAQWCRDQFVAKDALLDKHIAADTFPGQKEQNIG 
HIKRHVMRDLPETDEAVAQWCKDIFV3VKDAI>LDKHTVEQTPGDQQLKVTG 
HLKRHLMBCDLPKTDDGVAQWCKDQFISKDALLDKHVaEDTFSGLEVQDIG 
RJ^RHAMSEMPKSDEDVSKWCKDIFVAKDALrjDKHLATCTFD. EEIRPIG 
QMRRHKMSELPETDTOIAQWCQDLFITKDAQLEKYFTKDVFSDLEVHQIN 



Q9XFW4 
Q9SDN3 



301 

350 



RPIKSIAVWSWACLLTLGAKKFLHWSNLFSSWKGIALSAFGLGIITLCM 
RPLKSI^VVTAWACriXI^ALKFLYWSSl^SSWKGIAFSAI^LGWTVLM 
Q40119 RPMK S LVVVVSWMCLLCLGLVRFLQWS ALL S SWKGMMI TTFVLG I VTVLM 

RPVKSLLVTLFWSCLLLFGAIEFFKWTQLLSTWRGVAFTAAGMALVTGVM 
RPIKPLIWI IWLGFLVFGGFKLLQWLSIVASWKI ILLFVFFLVIATITM 
SEQ ID NO: 12 RPLKPLI IVI SWAITLLAAAWWFLRR . . VLSTOKGI AWVAGVLVWMLCV 

351 391 

Q9XFW4 



Q41745 
Q9SYC8 



Q9SDN3 Q ILIRFSQSERSTPAPVAPTNNKNKGESSGKPEKQQ . 

Q40119 HILIRSSQSEHSTPAKTRARQTAENPK 

041745 HVFIMFSQAERSSSARAARNRVKKE 

Q9SYC8 QILIQSSESQRSTPAKRPLQEQLISA 

SEQ ID NO: 12 QILVMSSQSERSSDPAAKKANQKQAASVAHLGKTD. . 
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SEQUENCE LISTING 



<110> BASF Plant Science GmbH 

<120> Neue pflanzliche Acyltransf erasen spezifisch fur langkettige 

mehrfach ungesattigte Fettsauren 



<130> AE20011000 

<140> AE20011000 

<141> 2003-03-31 

<160> 74 

<170> Patentln version 3.1 



<210> 1 

<211> 1047 

<212> DNA 

<2 13 > Thraus tochytr ium 
<220> 

<221> CDS 

<222> (38) . . (952) 

<223> LPAAT 

<400> 1 

gggcggtgtc cggccgttcg agcgcgtgga cgccaac atg age gcg tgg acg agg 55 

Met Ser Ala Trp Thr Arg 
1 5 

gec aag acc gec gtg ggc etc ctg acg ctg gcg cct gcg egg ata gtg 103 
Ala Lys Thr Ala Val Gly Leu Leu Thr Leu Ala Pro Ala Arg He Val 

10 15 20 

ttc etc gtg act gtc ctg ggc acg tac ggg etc acg gtc gcg gec tgc 151 
Phe Leu Val Thr Val Leu Gly Thr Tyr Gly Leu Thr Val Ala Ala Cys 

25 30 35 

acg cga ctt ggc gtc ccg aaa age ttc gtg ctg ggc ctg acg egg tgc 199 
Thr Arg Leu Gly Val Pro Lys Ser Phe Val Leu Gly Leu Thr Arg Cys 

40 45 50 

gtc gcg cga etc acg etc tgg ggg ctt ggg ttc tac cac att gag gtc 247 
Val Ala Arg Leu Thr Leu Trp Gly Leu Gly Phe Tyr His He Glu Val 
55 60 65 70 

tct tgc gac gec caa ggc ctt egg gag tgg ccg cgc gtg att gtc gcg 295 
Ser Cys Asp Ala Gin Gly Leu Arg Glu Trp Pro Arg Val He Val Ala 

75 80 85 

aac cac gtc teg tac ctg gag ate ttg tac ttc atg teg acc gtg cac 343 
Asn His Val Ser Tyr Leu Glu He Leu Tyr Phe Met Ser Thr Val His 

90 95 100 

tgc ccg tct ttc gtc atg aag aag acc tgc etc cga gtc ccg ctt gtc 391 
Cys Pro Ser Phe Val Met Lys Lys Thr Cys Leu Arg Val Pro Leu Val 
105 no us 
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2 

ggc tac att gcc atg gag ctg ggc ggt gtg att gtg gac cgc gag ggc 439 

Gly Tyr He Ala Met Glu Leu Gly Gly Val He Val Asp Arg Glu Glv 
120 125 130 

Sv If ^ T a " CgC gaC ° gC ^ ca * « «* 487 

Gly Gly Gin Ser Ala Ser Ala He He Arg Asp Arg Val Gin Glu Pro 

135 140 145 150 

cct cga gat teg teg age gag aag cac cac gcg cag ccg ctt ctt gtg 535 

Pro Arg Asp Ser Ser Ser Glu Lys His His Ala Gin Pro Leu Leu Val 
155 i 60 



165 



ttc ccc gag ggg acc ace acc aat gga age tgc ctg etc caa ttc aag 
Phe Pro Glu Gly Thr Thr Thr Asn Gly Ser Cys Leu Leu Gin Phe Lys 



180 



185 190 



195 



583 



170 175 
acg gga gcc ttt cgt cct ggg get ccg gtg ctt ccg gtc gtg ctt gag 631 
Thr Gly Ala Phe Arg Pro Gly Ala Pro Val Leu Pro Val Val Leu Glu 



679 



823 



ttt ccg att gac aaa gcg cgt ggt gac ttt tec ecg gcg tac gaa teg 
Phe Pro He Asp Lys Ala Arg Gly Asp Phe Ser Pro Ala Tyr Glu Ser 
200 205 210 

J*? ^ g gCt Ca ° ° tC Ctt CgC atg CtC gca caa agg cac 727 
Val His Thr Pro Ala His Leu Leu Arg Met Leu Ala Gin Trp Arg His 

215 220 225 230 

egg ctt egg gtg cgc tat ctt cct ctg tat gag ccc tct gcg get gag 775 

Arg Leu Arg Val Arg Tyr Leu Pro Leu Tyr Glu Pro Ser Ala Ala Glu 

235 240 245 

aag gtt gat gca gac ctt tat gcg egg aac gtg ego gac gaa atg gcg 
Lys Val Asp Ala Asp Leu Tyr Ala Arg Asn Val Arg Asp Glu Met Ala 

250 255 260 

cgc gcg etc aag gta ccc act gtg gag cag tct tac cgc gac aag etc 871 
Arg Ala Leu Lys Val Pro Thr Val Glu Gin Ser Tyr Arg Asp Lys Leu 

265 270 275 

gtc tac cac gcg gat etc atg ccg cac tac cag aag gcc ggc ccc gga 
Val Tyr His Ala Asp Leu Met Pro His Tyr Gin Lys Ala Gly Pro Glv 

280 285 290 

gcg etc tat ctg tac gtc cga cct gac etc ttg tagcactcat gcgcgtccca 972 
Ala Leu Tyr Leu Tyr Val Arg Pro Asp Leu Leu 
295 300 3 0 5 

ageggtccag caaegggaga ttaaaacacg atttcttagc ctacaaaaaa aaaaaaaaaa 1032 
aaaaaaaaaa aaaaa 



919 



1047 



<210> 2 

<211> 305 
<212> PRT 

<213> Thraustochytrium 
<400> 2 

Met Ser Ala Trp Thr Arg Ala Lys Thr Ala Val Gly Leu Leu Thr Leu 

1 5 10 15 

Ala Pro Ala Arg He Val Phe Leu Val Thr Val Leu Gly Thr Tyr Gly 

20 25 30 

Leu Thr Val Ala Ala Cys Thr Arg Leu Gly Val Pro Lys Ser Phe Val 
35 40 45 
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3 

Leu Gly Leu Thr Arg Cys Val Ala Arg Leu Thr Leu Trp Gly Leu Gly 



do 50 
Phe Tyr His He Glu Val Ser Cys Asp Ala Gin Gly Leu Arg Glu Trp 

Pro Arg Val He Val Ala Asn His Val Ser Tyr Leu Glu He Leu Tyr 

85 on _ _ 



Phe Met Ser Thr Val His Cys Pro Ser Phe Val Met Lys Lys Thr Cys 



105 



Leu Arg Val Pro Leu Val Gly Tyr 'lie Ala Met Glu Leu lly Gly Val 



115 



120 



— 125 
He Val Asp Arg Glu Gly Gly Gly Gin Ser Ala Ser Ala He He Arg 



135 



140 



145 ° ln G1U [1° Pro ^p Ser Ser Ser Glu Lys His His 



155 



Ala Gin Pro Leu Leu Val Phe Pro Glu Gly Thr Thr Thr Asn Gly Ser 

165 170 
Cys Leu Leu Gin Phe Lys Thr Gly Ala Phe Arg Pro Gly Ala Pro Val 



180 i oc 

185 19Q 



16 5 170 175 

Pro 

Leu Pro Val Val Leu Glu Phe Pro ile Asp Lys Ala Arg Gly Asp Phe 

95 200 205 

Ser Pro Ala Tyr Glu Ser Val His Thr Pro Ala His Leu Leu Arg Met 
~" 215 220 



Leu Ala Gin Trp Arg His Arg Leu Arg Val Arg Tyr Leu Pro Leu Tyr 
Glu Pro Ser Ala Ala Glu Lys Val Asp Ala Asp Leu Tyr Ala Arg 111 



245 250 



Val Arg Asp Glu Met Ala Arg Ala Leu Lys" Val Pro Thr Val Glu Gin 



260 265 



— 270 

Ser Tyr Arg Asp Lys Leu Val Tyr His Ala Asp Leu Met Pro His Tyr 

280 285 * 

Gin Lys Ala Gly Pro Gly Ala Leu Tyr Leu Tyr Val Arg Pro Asp Leu 

295 



Leu 
305 



300 



<210> 3 

<211> 1701 

<212> DNA 

<213> Physcomitrella patens 
<220> 

<221> mis cofeature 

<223> LPAAT 

<400> 3 



ggcacgaggg aaattggctt tctatgtggc cotaet*-*i-t- ™ a 

aaatatfftrh ^.^^^ uaugtggc cgtacttatt cgaggaggtc aacgaaacaa 

aggtatgtct tattaatgaa aatgtctcca cacatgtatg ttgtttaggt atattctat^ 

aactgaaaac ttgttttaat tttttcttaa attgaaattc tgtgcctgaa agccaactc" 

ttSc^ttt JrtSST !, tatgatCag a ^ CtG - atgtgtcgtg al^ttg" 
tttgcaattt tcttttgctg ttaacctatt gattatgttg gaaccacaat acagacgctg 



60 
120 
180 
240 
300 
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PCI7EP2004/003224 



cttcacttca 
ggatatggat 
gatggtcatg 
tcggaaaggc 
cttgtttggt 
ggatgctccc 
gctagtcgtg 
ttgatgtata 
agtaaatcat 
aatgtgattg 
gagaaaggct 
tgcctttctc 
aagcggtgtc 
cacattcgcc 
ctgtatgatc 
ttccctgaca 
gctctacacg 
aagctttatg 
cctaaaccgg 
agttgtaatt 
taagctgatt 
atacggttgt 
ctcctttacc 
cccaaaaaaa 



ttcttatggc 
gttgtaaagg 
tgcaaccatc 
aagattgggt 
tgggcatttt 
gtcatcaaga 
tttcctgaag 
tctgcaatct 
acttgcttaa 
actactatga 
atccggagct 
aatcgcgctg 
ccttgttcat 
gaataccaat 
tattttatca 
gtggaattga 
tagtccttag 
tggctttcgc 
tttactctag 
ggtttgttta 
tttgctatta 
cttctgctga 
catcttgacc 
aaaaaaaaaa 



aatgaatgtc 
tgatttttgc 
gtaccgaagt 
actgcaagta 
acgtttttga 
catacattga 
gcacagattt 
tctctataat 
tgtacttagc 
cagtgaagcg 
tgtcaatgtg 
ctctttggat 
caacaatgta 
ttctgagatt 
aaaggaccag 
agagagccct 
cggttgggta 
tagtttgctg 
tctacgtact 
ttccgattcc 
attggctgct 
tgaacctcag 
agatgccaaa 
a 



gtgatgattc 
aggtgataaa 
ggactggatg 
tgcggtgaag 
gtttctgatg 
cagttttcaa 
ttcgtaaggc 
ctgcatttat 
aatttgtcat 
aaacgggaca 
cttcaacctc 
gcagtttatg 
ttcggaaccg 
cctcaatcag 
atgttggcca 
ttgaacatag 
ttctggtgct 
ctcgcgttta 
aaaagaaaaa 
aaagctgagt 
cccttgtttg 
tgcttcaaga 
ctcgcaataa 



cggttaattt 
gtacctaagg 
tacatttgga 
aactcagtga 
ctgcatagaa 
gataaaagag 
tgaagtaccc 
tctctgttgt 
ttttgactta 
cgggcaatgc 
gcactcgtgg 
acctcactat 
atccatcgga 
aagacggtat 
gttttagtaa 
tggaaggtgt 
tgtttcattc 
gtacctattt 
tcgtgtaaaa 
ttaagggtga 
tctgccgtaa 
cgatgtggcc 
agcagatcaa 



catcctacag 
agaaccgtgt 
acttagcaat 
aaaacttacc 
a srtgggaagt 

atcctctctg 
atccatggct 
ttctctagca 
ttgtgatgta 
aattggaaga 
ctttgtgact 
agggtacaag 
agtgcacatt 
gacgcagtgg 
gacaggctct 
ttgcaatgtt 
ggtttggttg 
tgattggaga 
taaattcgtt 
ggctcctctt 
attggcttta 
ttttagcctt 
taggtcgtgc 



360 
420 
480 
540 
600 
660 
720 
780 
840 
900 
960 
1020 
1080 
1140 
1200 
1260 
1320 
1380 
1440 
1500 
1560 
1620 
1680 
1701 



<210> 


4 


<211> 


714 


<212> 


DNA 


<213> 


Physcomitrella 


<220> 




<221> 


CDS 


<222> 


(1) . . (714) 


<223> 


LPAAT 


<400> 


4 



atg get 
Met Ala 
1 

tct gtt 
Ser Val 

aat ttg 
Asn Leu 

gac agt 
Asp Ser 

50 
ggc tat 
Gly Tyr 



ttg atg 
Leu Met 



gtt 

Val 

tea 

Ser 

35 

gaa 

Glu 



tct 

Ser 

20 

ttt 

Phe 

gcg 
Ala 



tat 
Tyr 
5 

eta 
Leu 

ttg 
Leu 

aaa 
Lys 



ccg gag ctt 
Pro Glu Leu 



ate 
lie 

gca 
Ala 

act 
Thr 

egg 
Arg 

gtc 
Val 



tgc 
Cys 

agt 
Ser 

tat 
Tyr 

gac 
Asp 
55 
aat 
Asn 



aat 
Asn 

aaa 
Lys 

tgt 

Cys 

40 

acg 

Thr 



ctt 
Leu 

tea 

Ser 

25 

gat 

Asp 



etc 

Leu 

10 

tac 

Tyr 

gta 
Val 



ggc aat 
Gly Asn 



gtg ctt caa 
Val Leu Gin 



tat aat 
Tyr Asn 

ttg ctt 
Leu Leu 

aat gtg 
Asn Val 

gca att 
Ala lie 

60 
cct cgc 
Pro Arg 



ctg 
Leu 

aat 
Asn 

att 
He 
45 

gga 

Gly 



cat 
His 

gta 

Val 

30 

gac 

Asp 



tta 

Leu 

15 

ctt 

Leu 

tac 
Tyr 



aga gag 
Arg Glu 



act cgt ggc 
Thr Arg Gly 



ttc 
Phe 

age 
Ser 

tat 
Tyr 

aaa 
Lys 

ttt 
Phe 



48 



96 



144 



192 



240 
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65 70 



75 go 

f ? T ?" tCg CgC t9C tCt *** * at ^ »tt tat gac 288 

Val Thr Cys Leu Ser Gin Ser Arg Cys Ser Leu Asp Ala Val Tyr Asp 



85 90 95 

r ^ ta ° 339 Sag Cgg tgt ccc "g ttc ate aac aat gta 336 

Leu Thr lie Gly Tyr Lys Lys Arg Cys Pro Leu Phe He Asn Asn £ 

100 los no 

^° gat CCa tC9 gaa gtg cac att cac att c ^c cga ata cca 38^ 
Phe Gly Thr Asp Pro Ser Glu Val His He His He Arg Arg He p" 

115 120 125 

att tct gag att cct eaa tea gaa gae ggt atg acg eag tgg ctg tat 432 

He Ser Glu He Pro Gin Ser Glu Asp Gly Met Thr Gin TrJ Leu Tyr 
130 135 140 

IT r Cta I? I at ° aa Mg gaC Cag atg ttg gcc agt fctt ag t aag aea 480 
Asp Leu Phe Tyr Gin Lys Asp Gin Met Leu Ala Ser Phe Ser Lys Thr 

150 155 160 

III tit T° ^ ^ a " ^ gag agC CCt ttg aac a ^ gtg 528 

Gly Ser Phe Pro Asp Ser Gly He Glu Glu Ser Pro Leu Asn tJ 



165 i 70 



<210> 5 

<211> 237 

<212> PRT 

<213> Physcomitrella patens 

<400> 5 



175 

rT nf ^ gtt gCt Cta C3C gta gtC Ctt a ^ tgg gta 576 

Glu Gly Val Cys Asn Val Ala Leu His Val Val Leu Ser Gly Trp Val 

180 185 190 

!£ C !!! !f C ttg ttfc Cat tCg gtt tgg ttg aa * ctt ta t ^g get ttc 
Phe Trp Cys Leu Phe His Ser Val Trp Leu Lys Leu Tyr Val Ala Phe 

195 200 205 



624 



get agt ttg etg etc geg ttt agt ace tat ttt gat tgg aga cct aaa 672 
Ala Ser Leu Leu Leu Ala Phe Ser Thr Tyr Phe Asp Trp Arg Pro Lys 

210 215 220 

ccg gtt tac tct agt cta cgt act aaa aga aaa ate gtg taa 
Pro val Tyr Ser Ser Leu Arg Thr Lys Arg Lys He Val 
225 230 235 



714 



Met Ala Leu Met Tyr He Cys Asn Leu Leu Tyr Asn Leu His Leu Phe 

10 15 
Ser Val Val Ser Leu Ala Ser Lys Ser Tyr Leu Leu Asn Val Leu Ser 

3 0 

Asn Leu Ser Phe Leu Thr Tyr Cys Asp Val Asn Val He Asp Tyr Tyr 

35 40 45 

Asp Ser Glu Ala Lys Arg Asp Thr Gly Asn Ala He Gly Arg Glu Lys 

50 55 60 

Gly Tyr Pro Glu Leu Val Asn Val Leu Gin Pro Arg Thr Arg Gly Phe 

70 75 8o 

Val Thr Cys Leu Ser Gin Ser Arg Cys Ser Leu Asp Ala Val Tyr Asp 
85 go 95 
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6 

Leu Thr He Gly Tyr Lys Lys Arg Cys Pro Leu Phe He Asn Asn Val 

100 105 110 

Phe Gly Thr Asp Pro Ser Glu Val His He His He Arg Arg He Pro 

115 120 12 5 

He ser Glu He Pro Gin Ser Glu Asp Gly Met Thr Gin Trp Leu Tyr 

I 30 135 140 

Asp Leu Phe Tyr Gin Lys Asp Gin Met Leu Ala Ser Phe Ser Lys Thr 

150 155 160 

Gly Ser Phe Pro Asp Ser Gly He Glu Glu Ser Pro Leu Asn He Val 

165 l™ 175 

Glu Gly Val Cys Asn Val Ala Leu His Val Val Leu Ser Gly Trp Val 

180 185 190 

Phe Trp cys Leu Phe His Ser Val Trp Leu Lys Leu Tyr Val Ala Phe 

al e t 195 200 2 05 

Ala Ser Leu Leu Leu Ala Phe Ser Thr Tyr Phe Asp Trp Arg Pro Lys 

215 220 

Pro Val Tyr Ser Ser Leu Arg Thr Lys Arg Lys He Val 

225 230 235 

<210> 6 



<211> 507 



<212> DMA 



<213> Physcomitrella patens 
<220> 

<221> misc_feature 

<223> LPAAT 



<400> 6 



accaggtcga gatgcccatt attggactgt ttttgcaagc tttgcaaata atacccgtgg 
!n!?rf r tgCtCa3tct aggcaccatg cggctggcaa cgttcggcga agggctgtgg 
acaatatgtg gtcccacgtc atgttgttcc cggagggcac taccaccaat ggcagagcaa 
Illicit CaaaSCagga scattttcgc ctggtctccc tgtgcagcca aiggJtatta 
ZStltlT. CaagtatgtC ^cccctctt ggtgtgacca aggaggtccg ttggtcgttg 
til, gat3SCtCag "catcaacc acatggaggt tgaatatttg ccggtcatga 

agccaactgt gagagagatg aaatacccto atgaattcgc aagtagagtt cgcagcgaga 420 

taact^r 9ttaggCatC gtgtgcaca * aacacagctt tctggaJtt Jgc?a££ 48^ 
tggctgcaga aaagctcaaa cagcctt 



60 
120 
180 
240 
300 
360 
420 



507 



<210> 7 



<211> 1566 



<212> DNA 

<213> Physcomitrella patens 
<220> 



<221> CDS 
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<222> <1)-.(1566) 
<223> LPAAT 

<400> 7 



2? c ^ a ^ tCC gaC gaC gat cct atc Ctt 

Met Glu Ser Thr Ala Asp Val Gly Met Ser Asp Asp Asp Pro He Leu 

5 10 15 

etc aac ggg etc gaa acg cca eta ctg get gaa ttt cct ctt ggc gaa 
Leu Asn Gly Leu Glu Thr Pro Leu Leu Ala Glu Phe Pro Leu Gly Glu 

20 25 30 

egg cct aca ata ggg ccg gag gca cca gta aat ccc ttc cat gaa ccc 
Arg Pro Thr He Gly Pro Glu Ala Pro Val Asn Pro Phe His Glu Pro 

35 40 ^5 

gat ggt ggt tgg aag acc aac aac gag tgg aat tac ttt caa atg atg 
Asp Gly Gly Trp Lys Thr Asn Asn Glu Trp Asn Tyr Phe Gin Met Met 

50 55 60 

aaa tec att ttg ctg att cca ctt ctt etc gtt cgt eta gtg age atg 
Lys Ser He Leu Leu He Pro Leu Leu Leu Val Arg Leu Val Ser Met 
t 70 75 80 

^ a IT ^° ttfc ^ tat gtg tgg atc ag S att tgt ctg ate 

He Thr He Val Ala Phe Gly Tyr Val Trp He Arg He Cys Le! He 

85 90 95 

? g ° ^ a gat CCC ttg tfct aag cct ttc aat cc * egg ttc 

Gly val Thr Asp Pro Leu Phe Lys Pro Phe Asn Pro Cys Arg Arg Phe 

100 105 110 

atg ctg tgg ggc ata egg tta gta gca aga gca gtg atg ttt acc atg 
Met Leu Trp Gly He Arg Leu Val Ala Arg Ala Val Met Phe Thr Met 

115 120 12 5 

ggt tat tac tac att ccc atc aag gga aaa ccg get cac ega tea gag 
Gly Tyr Tyr Tyr lie Pro He Lys Gly Lys Pro Ala His Arg Ser Glu 
130 135 .j^q 

gcg ccc att att gtg tec aat cac att gga ttt ctg gat ccc ate ttt 
Ala Pro He He Val Ser Asn His He Gly Phe Leu Asp Pro He Phe 
145 150 155 160 

S2 III J2 * gg « ac ttg ccg 9CC atc gtc tca gcc aag gag aac * tc 

Val Phe Tyr Arg Hxs Leu Pro Ala He Val Ser Ala Lys Glu Asn Val 

I 65 170 175 

gag atg ccc att att gga ctg ttt ttg caa get ttg caa ata ata ccc 
Glu Met Pro He He Gly Leu Phe Leu Gin Ala Leu Gin He He Pro 

180 185 190 

gtg gac egg act gat get cag tct agg cac cac gcg get ggc aac gtt 
Val Asp Arg Thr Asp Ala Gin Ser Arg His His Ala Ala Gly Asn Val 

195 200 205 

egg cga agg get gtg gac aat atg tgg tec cac gtc atg ttg ttc ccg 
Arg Arg Arg Ala Val Asp Asn Met Trp Ser His Val Met Leu Phe Pro 

2X0 215 220 

cag ggc act acc acc aat ggc aga gca ata atc gcc ttc aaa aca gga 
Gin Gly Thr Thr Thr Asn Gly Arg Ala He He Ala Phe Lys Thr Gly 
225 230 235 240 

tl CCt ^ CtC CCt gtg Cag Cca at * * tfc att a *a tac cct 

Ala Phe Ser Pro Gly Leu Pro Val Gin Pro Met Val He Arg Tyr Pro 

245 250 255 

cac aag tat gtc aac ccc tct tgg tgt gac caa gga ggt ccg ttg gtc 



48 



96 



144 



192 



240 



288 



336 



384 



432 



480 



528 



576 



624 



672 



720 



768 



816 
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His Lys Tyr Val Asn Pro Ser ftp Cys a! p Gin Gly Gl y Pro Le u Val 

265 o *7 /\ 

2 2 2 2 2 2 £ s 2 2 r 2 " 3 *" - •« 

eu Met Tfcr Gin Phe lie Asn His Met Glu Val Glu 
280 235 

£t HI Pro 2? V? f C<=a gtg aga gag at * *** tac cot cat 

^ Leu Pro Val Met L ys p ro Thr Val Arg Glu Met L ys Tyr Pro His 

" 5 300 

2 2 = 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 

315 

2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 ~ 
= 5 = 2 2 2 2 S 2 2 2 2 2 2 2 2 »" 



cct cat 912 
960 



atg gag aag tta ttt egg eta crat 350 

~ - s w Pto 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1104 

360 365 

2 2 2 2 2 2 222 2 2 2 2 2 2 2 



375 



380 



2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 ~ 
2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 - 

410 

cga gag ttt ttg gca ggg etc occ ttt ,.„„ 415 

- - - s Ma oay te „ 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1296 



425 



= = 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 



ggc gat 1344 



440 445 



2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 - 

460 

cca gag etc cct cca ata acg gtg ttc aao- n++ 

Pro Glu Leu Pro Pro He Thr vll Phe %Z T ffaC ^ tta gat 1440 

465 ttt Y 6U Phe *** Leu A sp 

475 

2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 ~ 



485 



490 



cag cga aac cca gag tat ctg gec ate *ht- v - 495 

- ^ «. «. ^ 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1536 

505 c-i r\ 

ctg ctg aag cca ccc aca teg act age tga 

Leu Leu Lys Pro Pro Thr Ser Thr Ser 1566 



<210> 8 



515 520 



<211> 521 



WO 2004/087902 
<212> PRT 



9 
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<213> Physcomitrella patens 
<400> 8 



Met Glu Ser Thr Ala Asp Val Gly Met Ser Asp Asp Asp Pro He Leu 

15 10 15 

Leu Asn Gly Leu Glu Thr Pro Leu Leu Ala Glu Phe Pro Leu Gly Glu 

20 25 30 

Arg Pro Thr He Gly Pro Glu Ala Pro Val Asn Pro Phe His Glu Pro 

35 40 45 

Asp Gly Gly Trp Lys Thr Asn Asn Glu Trp Asn Tyr Phe Gin Met Met 

50 55 eo 

Lys Ser He Leu Leu He Pro Leu Leu Leu Val Arg Leu Val Ser Met 
65 70 75 " so 

He Thr He Val Ala Phe Gly Tyr Val Trp He Arg He Cys Leu He 

85 go 95 

Gly Val Thr Asp Pro Leu Phe Lys Pro Phe Asn Pro Cys Arg Arg Phe 

100 105 no 

Met Leu Trp Gly He Arg Leu Val Ala Arg Ala Val Met Phe Thr Met 

115 120 125 

Gly Tyr Tyr Tyr He Pro He Lys Gly Lys Pro Ala His Arg Ser Glu 

130 135 140 

Ala Pro He He Val Ser Asn His He Gly Phe Leu Asp Pro He Phe 
145 150 155 " iso 

Val Phe Tyr Arg His Leu Pro Ala He Val Ser Ala Lys Glu Asn Val 

165 170 175 

Glu Met Pro He He Gly Leu Phe Leu Gin Ala Leu Gin He He Pro 

180 185 190 

Val Asp Arg Thr Asp Ala Gin Ser Arg His His Ala Ala Gly Asn Val 

195 200 205 

Arg Arg Arg Ala Val Asp Asn Met Trp Ser His Val Met Leu Phe Pro 

210 215 220 

Gin Gly Thr Thr Thr Asn Gly Arg Ala He He Ala Phe Lys Thr Gly 
225 230 235 240 

Ala Phe Ser Pro Gly Leu Pro Val Gin Pro Met Val He Arg Tyr Pro 

245 250 255 

His Lys Tyr Val Asn Pro Ser Trp Cys Asp Gin Gly Gly Pro Leu Val 

260 265 270 

Val Val Leu Gin Leu Met Thr Gin Phe He Asn His Met Glu Val Glu 

275 280 285 

Tyr Leu Pro Val Met Lys Pro Thr Val Arg Glu Met Lys Tyr Pro His 

290 295 300 

Glu Phe Ala Ser Arg Val Arg Ser Glu Met Ala Lys Ala Leu Gly He 
30 ? 31 <> 315 320 

Val Cys Thr Glu His Ser Phe Leu Asp He Lys Leu Ala Leu Ala Ala 

325 330 335 

Glu Lys Leu Lys Gin Pro Ser Gly Arg Ser Leu Val Glu Phe Ala Arg 

340 345 350 

Met Glu Lys Leu Phe Arg Leu Asp Phe Pro Thr Ala Lys Glu Tyr Leu 

355 360 365 

Glu Lys Phe Ser Ala Met Asp Arg Thr His Ser Gly Phe Val Thr Phe 

370 375 3 8 o 

Glu Glu Leu Cys Thr Ala Leu Asp Leu Pro Arg Ser Pro He Thr Lys 



WO 2004/087902 

385 390 
Gin Val Phe Asn Leu Phe Asp Lys 
405 

Arg Glu Phe Leu Ala Gly Leu Ala 
420 

Ser Ser Thr Met Glu Ala Ala Phe 
435 440 
Gly Thr Leu Ser Arg Asp Glu Val 

450 455 
Pro Glu Leu Pro Pro lie Thr Val 
465 470 
lie Asn His Asp Glu Lys lie Ser 
485 

Gin Arg Asn Pro Glu Tyr Leu Ala 
500 

Leu Leu Lys Pro Pro Thr Ser Thr 
515 520 
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10 



395 400 
Asp Gly His Gly Ser lie Asn Phe 

410 415 
Phe Val Ser Ser His Thr Ser Phe 
425 430 
Lys Ala Cys Asp Val Asn Gly Asp 
445 

Glu Arg Ser Leu Leu Asp lie Phe 
460 

Phe Lys Leu Phe Asp Thr Leu Asp 
475 4 8 o 
Trp Glu Glu Phe Ser Ser Phe Leu 

490 495 
He He He Tyr Ala His Pro Thr 
505 510 
Ser 



<210> 9 

<211> 2217 

<212> DNA 

<213> Physcomitrella patens 
<220> 

<221> CDS 

<222> (281) . . (1837) 

<223> LPAAT2 

<400> 9 



ggcgcgccag 
tctgaatcat 
tcttggttac 
acgagtggct 
aagaatcgac 



aggacgagac 
caactaaggg 
ccaagactga 
ccgagttttt 
actgcacagg 



aaggggggcg 
tatggttata 
atgaagatgg 
tggtactcag 
cctcaccatc 



ctgtggactt 
caaagtgcgt 
gaagtggaac 
taggaagttg 
gacggatagc 



aat act 
Asn Thr 

gag gca 
Glu Ala 

ccg gag 
Pro Glu 

ccc caa 
Pro Gin 

55 
ttg etc 
Leu Leu 



gcg 
Ala 

aat 
Asn 

cca 
Pro 
40 

gtg 

Val 



atg ttc aca 
Met Phe Thr 
10 

cat get gag 
His Ala Glu 
25 

cca gtg aac 
Pro Val Asn 

ate aag acc 
He Lys Thr 



age atg ttc get 
Ser Met Phe Ala 



gaa 
Glu 

ttt 
Phe 

ccc 
Pro 

att 

He 

60 

etc 

Leu 



gac 
Asp 

cct 
Pro 

ttc 

Phe 

45 

ctg 

Leu 



act age act 
Thr Ser Thr 
15 

ctt gga gag 
Leu Gly Glu 
30 

cac gag tec 
His Glu Ser 

eta gtc ccc 
Leu Val Pro 



ggtacaactc 
gccgccgaag 
gatagtatga 
caagtggggt 
atg acc age 
Met Thr Ser 
1 

eta aac ggc 
Leu Asn Gly 



egg ccg 
Arg Pro 



atg atg ttg ggc 
Met Met Leu Gly 



age 
Ser 

ttg 

Leu 

65 

tac 

Tyr 



acg 

Thr 

50 

etc 

Leu 

ata 
He 



acg 

Thr 

35 

tgg 

Trp 

gtc 
Val 

tgc 
Cys 



caaatgtggc 
agacagacct 
tggctcagag 
ttgcatgctg 
acg gaa 
Thr Glu 
5 

tec aca 
Ser Thr 
20 

ata ggg 
He Gly 

age ate 
Ser He 

ata cgc 
He Arg 

gtc aag 
Val Lys 



60 
120 
180 
240 
295 



343 



391 



439 



487 



535 
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70 75 



80 



85 

aat cct 583 



Sal III 2 T IT t9C ^ ^ CC9 ttg ttc ttc aat cct 

Val Ala Met He Gly Cy S Lys Asp Pro Leu Phe Lys Pro Phe Asn Pro 

95 

ttg egg cga etc ttg ttg gta agt gtg agg tta ata gea aga ggg gtg 631 
Leu Arg Arg Leu Leu Leu Val Ser Val Arg Leu He Ala Arg Gly vti ^ 

no 115 

Se? vTl 111 2*? 2?" ta<= tat at ° ° tC gtC aa * aaa eea gee 679 
Met val Ala Met Gly Tyr Tyr Tyr He Leu Val Lys Gly Lys Pro Ala 

125 130 

cac egg tet gtg geg ccc att ate gta tec aac cac ate gge ttt gta 727 

His Arg Ser val Ala Pro He He Val Ser Asn His He 5y Phe 5al 

140 145 

z = s s c s - = = = = s s s - s ™ 

160 165 
aag gaa att gtg gag atg cec ata ate gga atg ttc tta caa ^ 
Lys Glu He Val Glu Met Pro He He Sy Me? £ S ~ £ ^u 
° 1? 5 180 

Gin S rT ^ ff ^ Cga ata aa ° CCC gcg tcc a ^ ca * «t gcg 871 
Gin He lie Pro Val Asp Arg He Asn Pro Ala Ser Arg His His 111 



185 190 



xyu 195 

get gga aat ate cga cga aga get atg gac aac gag tgg ecg cat gtc 910 
Ala Gly Asn He Arg Arg Arg Ala Met Asp Asn Glu Z Pro Ts Val 

205 210 
atg ctg ttt cca gag ggg act ace aca aat gge aaa gcg tta ate ten ««n 
Met Leu Phe Pro Glu Gly Thr Thr Thr Asn lly Lys 2 Le! Til sir 

220 225 

= = = 5 = = = = s = s - - = - - - 

235 240 245 

att aaa tac ccc cac aag tat gtg aat ccg tgt tgg tgt aac caa aaa io« 
He Lys Tyr Pro His Lys Tyr Val Asn Pro Cys Trp Cys tin Gin Sy 



250 255 



1111 



1159 



ggg cca ttg gte att etc ttt cag ctg atg act cag ttt gta aat tac 

Gly Pro Leu Val He Leu Phe Gin Leu Met Thr Gin Phe Lt Tn lyr 

5 270 275 

f f g f 5 tat " g CCt 3tg atg acg cca gtg cat gag att 
Met Glu Val Glu Tyr Leu Pro Val Met Thr Pro Asn Jal His Su £ 

280 285 290 

aaa aat ccc cat gaa ttt get aat aga gta egg act gag atg gee aaa 1207 
Lys Asn Pro His Glu Phe Ala Asn Arg Val Arg Thr Glu Mel £a Lys 
^ 30 ° 305 

S Leu S S? ^ ^ Cat aa ° tfct ° ta 9at atC aaa cta 1255 

Ala Leu Gly Val Val Cys Thr Glu His Asn Phe Leu Asp He Lys Leu 

315 320 325 

LVS Mat S !T ^ ^ CCt tCa ggS C3C tCa ttg gtt 1303 

Lys Met Ala Ala Glu Lys Leu Lys Gin Pro Ser Gly Arg Ser Leu Val 

330 335 340 

^ S C IT CgC atS gag 3ag Ctt ttfc cga ct * tat tcc aag gee 1351 
Glu Phe Ala Arg Met Glu Lys Leu Phe Arg Leu Asp Tyr Ser Lys Sa 

5 350 355 

rT T ttg ^ a ^ " C agt gct at * * at «* tea cac agt ggt 1399 
Gin Glu Tyr Leu Glu Lys Phe Ser Ala Met Asp Pro Ser His Ser Gly 
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... 365 370 

tat gtc aca tac gat gag ttc ctt aaa gca etc cat ctt 
Tyr Val Thr Tyr Asp Glu Phe Leu Lys Ala Leu His Leu 

375 380 385 

eag ate act gag cag gtg ttc aac ctt ttc gac aag aac 
Gin He Thr Glu Gin Val Phe Asn Leu Phe Asp Lys Asn 
390 395 400 

tct ata aac ttt cga gag ttt gtg gca ggg ctt get ttc 
Ser He Asn Phe Arg Glu Phe Val Ala Gly Leu Ala Phe 

410 415 
eac act tea ttc cag act aca atg aag get gca ttc aaa 
His Thr Ser Phe Gin Thr Thr Met Lys Ala Ala Phe Lys 

42 5 430 
gtg gat ggc gat ggc ace etc act cgt aat gag gtg gaa 
Val Asp Gly Asp Gly Thr Leu Thr Arg Asn Glu Val Glu 

440 445 Afr, 

D 450 
atg gee gta ttc ccg gag etc ccc cca gca acg gtg tta 
Met Ala Val Phe Pro Glu Leu Pro Pro Ala Thr Val Leu 

455 4 *0 465 

gac acg ctg gat tta aat cgt gac ggg age att aac tgg 
Asp Thr Leu Asp Leu Asn Arg Asp Gly Ser He Asn Trp 
470 4 ?5 480 

age age ttt ctg caa cga aat cct gag tat ttg gee ate 
Ser Ser Phe Leu Gin Arg Asn Pro Glu Tyr Leu Ala He 

490 495 
gca cac cct act ctg ttg cag gca cca aag teg gaa gag 
Ala His Pro Thr Leu Leu Gin Ala Pro Lys Ser Glu Glu 

5 °5 510 
aac ate tagagttctg tcaatcgata tctattagat catctctttc 
Asn He 



ccg ccc ace 1447 
Pro Pro Thr 

gga cac ggt 1495 
Gly His Gly 
405 

ctg tct ace 1543 
Leu Ser Thr 
420 

get tgt gat 1591 
Ala Cys Asp 
435 

age age ttg 1639 
Ser Ser Leu 

aaa ctt ttc 1687 
Lys Leu Phe 

gag gag ttc 1735 
Glu Glu Phe 
485 

ata ttg get 1783 
He Leu Ala 
500 

agt gaa act 1831 
Ser Glu Thr 
515 

acatgctgtg 1887 



ggaccttttg 
agtgggtgca 
gtcaccgttg 
tgtatttcca 
gtggacgaaa 
tttactgcaa 

<210> 10 

<211> 519 



gagctgeaat 
tcttctggat 
acatggttta 
cagactattg 
gtcaacttat 
aaaaaaaaaa 



tcctcgagca 
ttgaatcgac 
ggaacttagc 
ctgttaccag 
tcttaagaat 
aaaaaaaaaa 



tgatataacc 
teggggacat 
atcgagatag 
tagctctget 
caaaagttaa 



actctattac 
aaaagcagca 
atccttactt 
agagctagaa 
gctccggtct 



agttgcgctt 
gtggtttgct 
gagatcattt 
tttctatgat 
ttgtaacgtt 



1947 
2007 
2067 
2127 
2187 
2217 



<212> PRT 

<213> Physcomitrella patens 
<400> 10 



Met Thr Ser Thr Glu Asn Thr Ala Met Phe Thr Glu Asp Thr Ser Thr 

10 15 
Leu Asn Gly Ser Thr Glu Ala Asn His Ala Glu Phe Pro Leu Gly Glu 

20 25 30 

Arg Pro Thr He Gly Pro Glu Pro Pro Val Asn Pro Phe His Glu Ser 

40 45 
Ser Thr Trp Ser He Pro Gin Val He Lys Thr He Leu Leu Val Pro 
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50 55 60 

Leu Leu Val He Arg Leu Leu Ser Met Phe Ala Leu Met Met Leu Gly 

70 75 80 

Tyr lie Cys Val Lys Val Ala Met He Gly Cys Lys Asp Pro Leu Phe 

85 9 ° 95 

Lys Pro Phe Asn Pro Leu Arg Arg Leu Leu Leu Val Ser Val Arg Leu 

100 105 i 10 

He Ala Arg Gly Val Met Val Ala Met Gly Tyr Tyr Tyr He Leu Val 

115 120 i2 5 

Lys Gly Lys Pro Ala His Arg Ser Val Ala Pro He He Val Ser Asn 

, 130 135 140 

His lie Gly Phe Val Asp Pro He Phe Val Phe Tyr Arg His Leu Pro 

f 150 15 5 160 

Val He Val Ser Ala Lys Glu He Val Glu Met Pro He He Gly Met 

165 170 175 

Phe Leu Gin Ala Leu Gin He He Pro Val Asp Arg He Asn Pro Ala 

180 185 190 

Ser Arg His His Ala Ala Gly Asn He Arg Arg Arg Ala Met Asp Asn 
n , m 195 . 200 205 

Glu Trp Pro His Val Met Leu Phe Pro Glu Gly Thr Thr Thr Asn Gly 

210 215 220 

Lys Ala Leu He Ser Phe Lys Thr Gly Ala Phe Ser Pro Gly Leu Pro 

230 235 ~ 240 

Val Gin Pro Met Val He Lys Tyr Pro His Lys Tyr Val Asn Pro Cys 

245 250 255 

Trp Cys Asn Gin Gly Gly Pro Leu Val He Leu Phe Gin Leu Met Thr 

260 265 270 

Gin Phe Val Asn Tyr Met Glu Val Glu Tyr Leu Pro Val Met Thr Pro 

275 280 285 

Asn val His Glu He Lys Asn Pro His Glu Phe Ala Asn Arg Val Arg 

290 295 300 

Thr Glu Met Ala Lys Ala Leu Gly Val Val Cys Thr Glu His Asn Phe 
305 310 315 320 

Leu Asp He Lys Leu Lys Met Ala Ala Glu Lys Leu Lys Gin Pro' Ser 

325 330 335 

Gly Arg Ser Leu Val Glu Phe Ala Arg Met Glu Lys Leu Phe Arg Leu 

340 345 350 

Asp Tyr Ser Lys Ala Gin Glu Tyr Leu Glu Lys Phe Ser Ala Met Asp 

355 360 365 

Pro Ser His Ser Gly Tyr Val Thr Tyr Asp Glu Phe Leu Lys Ala Leu 

His Leu Pro Pro Thr Gin He Thr Glu Gin Val Phe Asn Leu Phe Asp 

390 395 400 

Lys Asn Gly His Gly Ser He Asn Phe Arg Glu Phe Val Ala Gly Leu 

405 410 415 

Ala Phe Leu Ser Thr His Thr Ser Phe Gin Thr Thr Met Lys Ala Ala 

420 425 430 

Phe Lys Ala Cys Asp Val Asp Gly Asp Gly Thr Leu Thr Arg Asn Glu 

435 440 445 

Val Glu Ser Ser Leu Met Ala Val Phe Pro Glu Leu Pro Pro Ala Thr 
450 455 460 



Val Leu Lys Leu Phe Asp Thr Leu Asp Leu Asn Arg Asp Gly Ser He 

470 475 ~ 480 

Asn Trp Glu Glu Phe Ser Ser Phe Leu Gin Arg Asn Pro Glu Tyr Leu 
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485 



490 495 
Ala He He Leu Ala Ala His Pro Thr Leu Leu Gin Ala Pro Lys Ser 

500 505 510 

Glu Glu Ser Glu Thr Asn He 





515 




11 


<211> 


1014 


<212> 


DNA 


<213> 


Physcomitrell. 


<220> 




<221> 


CDS 


<222> 


(1) . . (1014) 


<223> 


LPAAT 


<400> 


11 



a patens 



atg 
Met 
1 

tgg 
Trp 

gag 
Glu 

gac 
Asp 

eta 

Leu 

65 

gtc 

Val 

gat 
Asp 



att atg 
He Met 

tgg gca 
Trp Ala 

cac tta 
His Leu 

35 
att gat 
He Asp 
50 

ggt ggg 
Gly Gly 

att ggc 
He Gly 

tgg gec 
Trp Ala 



aag 
Lys 

cga 
Arg 

aca 
Thr 
145 
ttc 
Phe 

gac 



ggc ttc 
Gly Phe 
115 
ttt acg 
Phe Thr 
130 

ggg eta 
Gly Leu 



atg gag 
Met Glu 
5 

aat gtg 
Asn Val 
20 

gga aag 
Gly Lys 

tgg etc 
Trp Leu 

act cga 
Thr Arg 

tgg tct 
Trp Ser 

85 
aaa gat 
Lys Asp 
100 

ccc agg 
Pro Arg 

aag get 
Lys Ala 



gtg 

Val 

aag 
Lys 

gag 
Glu 

gta 
Val 

get 
Ala 
70 
atg 
Met 

gag 
Glu 

acc 
Thr 



ctg 
Leu 

gtg 
Val 

cac 
His 

gga 

Gly 
55 
gtt 
Val 

tgg 
Trp 



tgg 
Trp 

aag 
Lys 

gca 

Ala 

40 

tgg 

Trp 



teg gag ctt 
Ser Glu Leu 
10 

gtt tac acg 
Val Tyr Thr 
25 

tta etc att 
Leu Leu He 

att att gee 
He He Ala 



atg aag 
Met Lys 

ttt tea 
Phe Ser 



aag 
Lys 

ttg 
Leu 



aaa 
Lys 



cgt gtt 
Arg Val 



gtt teg get gtg 
Val Ser Ala Val 
165 

atg acc gtt get 



cca 
Pro 
150 
gag 
Glu 



ctt 
Leu 
135 
agg 
Arg 

aac 
Asn 



gtc ttg 
Val Leu 
105 
tgg gtg 
Trp Val 
120 

gag gtt 
Glu Val 



aag 
Lys 

gag 

Glu 

90 

aag 

Lys 



tec 

Ser 

75 

tat 

Tyr 

aat 
Asn 



get ctt 
Ala Leu 

gee caa 
Ala Gin 



ata tct 



tat gtg ctt gtt 
Tyr Val Leu Val 
155 

ttg cgt gaa ttt 
Leu Arg Glu Phe 
170 

aaa gag ctg ccc 



ata tgg 
He Trp 

cca aag 
Pro Lys 

tgt aat 
Cys Asn 

45 
cag aga 
Gin Arg 
60 

acc aaa 
Thr Lys 

gtg ttt 
Val Phe 

ggt tat 
Gly Tyr 

ttt gtg 
Phe Val 
125 
aaa ttt 
Lys Phe 
140 

cct cgc 
Pro Arg 



ctg ctg gat 
Leu Leu Asp 
15 

gag teg tgg 
Glu Ser Trp 
30 

cac cgc agt 
His Arg Ser 

ttg ggg tgt 
Leu Gly Cys 



ttt 
Phe 

tta 
Leu 

tea 
Ser 
110 
gaa 
Glu 



ctt 
Leu 

tea 

Ser 

95 

agt 

Ser 



ccg 

Pro 

80 

aga 

Arg 

ctt 
Leu 



ggc act 
Gly Thr 



gcg gcg gat 
Ala Ala Asp 



gtt ccg 
Val Pro 

aat cct 



aca aaa ggg 
Thr Lys Gly 
160 

gta gtt tat 
Val Val Tyr 

175 
aca atg ate 



48 



96 



144 



192 



240 



288 



336 



384 



432 



480 



528 



576 



335 



720' 
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Asp Met Thr Val Ala He Ser Lys Glu Leu . Pro Asn Pro Thr Met He 

180 185 190 

egg att ttc aga ggg caa cca tct gtg gtt cat gtg tac gtg agg egg 624 
Arg He Phe Arg Gly Gin Pro Ser Val Val His Val Tyr Val Arg Arg 

195 200 205 

gtc cot atg tct gat ctg cct gag gga gec aac gcg att tct aaa tgg 672 
Val Pro Met Ser Asp Leu Pro Glu Gly Ala Asn Ala He Ser Lys Trp 

210 215 220 

tgt cac gat gec ttt cac ate aag gac gat egg ctg gag cag cac gaa 
Cys His Asp Ala Phe His He Lys Asp Asp Arg Leu Glu Gin His Glu 
225 230 235 240 

aaa gag aat acg ttt ggg gag gac ttg tat att cct att gaa egg cca 768 
Lys Glu Asn Thr Phe Gly Glu Asp Leu Tyr He Pro He Glu Arg Pro 

245 250 255 

ctt aaa cct ctt att att gtg ate tec tgg gec ate act ttg ctg get 816 
Leu Lys Pro Leu He He Val He Ser Trp Ala He Thr Leu Leu Ala 

260 265 270 

gca gca tgg tgg ttt eta aga cga gtt tta tec act tgg aaa gga ate 
Ala Ala Trp Trp Phe Leu Arg Arg Val Leu Ser Thr Trp Lys Gly He 

275 280 285 

gec tgg gtg gca gga gta etc gtg gtc gtc atg ctg tgt gtc cag att 912 
Ala Trp Val Ala Gly Val Leu Val Val Val Met Leu Cys Val Gin He 

290 295 300 

tta gtg atg teg tea caa teg gaa aga agt tea gat cct gca get aag 
Leu Val Met Ser Ser Gin Ser Glu Arg Ser Ser Asp Pro Ala Ala Lys 
305 3 10 315 320 

aag gec aat caa aaa cag gcg get tct gtt get cac etc ggc aaa acg 
Lys Ala Asn Gin Lys Gin Ala Ala Ser Val Ala His Leu Gly Lys Thr 
325 330 

gac tga 
Asp 



864 



960 



1008 



1014 



<210> 12 

<211> 337 
<212> PRT 

<213> Physcomitrella patens 
<400> 12 

Met He Met Met Glu Val Leu Trp Ser Glu Leu He Trp Leu Leu Asp 

15 10 15 

Trp Trp Ala Asn Val Lys Val Lys Val Tyr Thr Pro Lys Glu Ser Trp 

20 25 30 

Glu His Leu Gly Lys Glu His Ala Leu Leu He Cys Asn His Arg Ser 

35 40 45 

Asp He Asp Trp Leu Val Gly Trp He He Ala Gin Arg Leu Gly Cys 

50 55 60 

Leu Gly Gly Thr Arg Ala Val Met Lys Lys Ser Thr Lys Phe Leu Pro 
65 70 75 80 

Val He Gly Trp Ser Met Trp Phe Ser Glu Tyr Val Phe Leu Ser Arg 

85 90 95 

Asp Trp Ala Lys Asp Glu Lys Val Leu Lys Asn Gly Tyr Ser Ser Leu 
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100 105 110 

Lys Gly Phe Pro Arg Thr Le u Trp Val Ala Leu Phe Val G1 ° Qly ^ 

120 125 
Arg Phe Thr Lys Ala Lys Leu Glu Val Ala Gln Lys Phe Ala Ala Asp 

140 

Thr Gly Leu Arg Val Pro Arg Tyr Val Leu Val Pro Arg Thr Lys Gly 



155 



Phe val ser Ala Val Glu Asn Leu Arg Glu Val Pro Val Val Tyr 

165 170 17t5 

Asp Met Thr yal Ala He Ser Lys Glu Leu Pro Asn Pro Thr Met He 



180 



185 



Arg He Phe Arg Gly Gin Pro Ser Val Val His Val Tyr Val Arg Arg 

2 0 0 205 
Val Pro Met Ser Asp Leu Pro Glu Gly Ala Asn Ala He Ser Lys Trp 

220 

Cys His Asp Ala Phe His He Lys Asp Asp Arg Leu Glu Gin His Glu 

Lys Glu Asn Thr Phe Gly Glu Asp Leu Tyr lie Pro He Glu Arg Pro 

245 250 
Leu Lys Pro Leu He He Val He Ser Trp Ala He Thr Leu Leu Ala 

265 270 
Ala Ala Trp Trp Phe Leu Arg Arg Val Leu Ser Thr Trp Lys Gly He 



260 

Zbb 270 

Gly 
Gin 
Ala 

Lys Ala Asn Gin Lys Gin Ala Ala Ser Val Ala His Leu Gly Lys Tnr 



275 280 285 

Ala Trp val Ala Gly Val Leu Val Val Val Met Leu Cys Val Gin He 

295 200 
Leu val Met Ser Ser Gin Ser Glu Arg Ser Ser Asp Pro Ala Ala Lys 
JUS 310 315 



Asp 



325 . "0 335 



<210> 


13 


<211> 


643 


<212> 


DNA 


<213> 


Phys c omi t r e 1 la 


<220> 




<221> 


misc_f eature 


<223> 


LPAAT2 


<400> 


13 



tTIHT a ^ a <=^c aaggggagtc aattggaatg octgaagaco tgcatgaaac 
tlTaaclll !?f gtgtCt Sctctgtttt tccctgaggg cacaaggaca aoggatggjg 
!!S a tg ° c "oaagaaa ggagctttct ctgtggoggc caagggaggt gtgtoagTt! 
tacctataac gttaattggo tcaggcaagt tgatgccaaa tggtttagaa taLcatta! 
SSSS !f r aat5 att ^ tC — cagctatccg cJgtaaaSt J^tgagc 
tttgtgatca gtctaggaag gttattgcag agaccttgat caaacacggt cttcctattc 

tttSSf ?*T g * tg * tC * Cctatc aggatgatgo gatoaagjga tcaagccctg 
ttlTaaltlt ttagtga " a -OB-Otcatt tctgtccatc gtttatgcoc cgcaagagaf 
ttaaggagat cacaaagtcg gttgtagcaa gagagttgga cactgtgata agccoaatta 
acttatgttg aagtgtcatt tattctttga aaaaaaaaaa aataLaaaa a ^ 



60 
120 
180 
240 
300 
360 
420 
480 
540 
600 
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aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaagcggc cgc 643 



<210> 


14 


<211> 


657 


<212> 


DNA 


<213> 


Physcomitrell, 


<220> 




<221> 


CDS 


<222> 


(1) . . (657) 


<223> 


LPAAT 


<400> 


14 



atg ctg ata tta cag ccc ttc gta etc tta etc gac aag caa cat aaa 
Met Leu lie Leu Gin Pro Phe Val Leu Leu Leu Asp LyJ X T g Arg 

5 10 15 

aga get cag cac ctt gtg aac aag gtg tgg gea att ttg aca acg tet 

Arg Ala Gin His Leu Val Asn Lys Val Trp Ala He Leu Thr ThJ Ser 
20 25 30 

Hi ST iT fc f" ^ fc ^ ^ g9t tgg gaa aafc ctt cc * gca tct 

Leu Phe Tyr Lys Thr Glu He Glu Gly Trp Glu Asn Leu Pro Ala Ser 

35 40 45 

gat gag ggt gca gtg tat gtt gee aat cat caa age ttt ttg gac ate 

Asp Glu Gly Ala Val Tyr Val Ala Asn His Gin Ser Phe Leu Sp xit 

, . 55 60 

tat aca etc ttt caa tta gga cga cca ttt aag ttt att age aag ace 
Tyr Thr Leu Phe Gin Leu Gly Arg Pro Phe Lys Phe He Ser Ly! ^ 
" 70 75 80 

age aat ttt etc att ccg att att ggt tgg tec atg tac atg acg ggc 
Ser Asn Phe Leu He Pro He He Gly Trp Ser Met Tyr Met Th? Sy 
85 90 95 

St! T C Cgt Stg 9aC aaSf ag3 agt caa ttCT 9** tsrc ctg 

Hzs He Pro Leu Lys Arg Met Asp Lys Arg Ser Gin Leu Glu Cys Leu 

100 105 110 

^° ! g ° ^ Ctg gtt aaa gaa ggt * tff tct ctg ttt ttc 

Lys Thr Cys Met Lys Leu Val Lys Glu Gly Val Ser Val Leu Phe Phe 

5 120 125 

III ^ ST ^ a agg aCa a ° g gat gga gCa atg gct * cc «c aaa 
Pro Glu Gly Thr Arg Thr Thr Asp Gly Ala Met Ala Ala Phe Lys Lys 

130 135 140 

T tCt gtg 9Cg gCC aag gga g3t cca cct ata 

Gly Ala Phe Ser Val Ala Ala Lys Gly Gly Val Pro Val Val Pro He 

150 155 160 

acg tta att ggc tea ggc aag ttg atg cca aat ggt tta gaa tat aca 
Thr Leu He Gly Ser Gly Lys Leu Met Pro Asn G Iy Leu Oil £r Tnr 

165 170 17 5 

tta egg cct ggc gtt gtg aaa atg att gtc cac cca get ate cgc agt 
Leu Arg Pro Gly Val Val Lys Met He Val His Pro Ala He Arg Ser 
180 185 190 

^ a** 9at Ctt tgt gat Cag tct ago aag gtt att gca gag 

Lys Asn Ala Asp Glu Leu Cys Asp Gin Ser Arg Lys Val He Ala Glu 

195 200 205 



48 



96 



144 



192 



240 



288 



336 



384 



432 



480 



528 



576 



624 
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acc ttg ate caa cac ggt ctt cct gtt cat tag 
Thr Leu lie Gin His Gly Leu Pro Val His 
210 215 



<210> 15 



<211> 218 

<212> PRT 

<213> Physcomitrella patens 

<400> 15 



Met Leu lie Leu Gin Pro Phe Val Leu Leu Leu Asp Lys Gin Arg Arg 

. , 10 15 

Arg Ala Gin His Leu Val Asn Lys Val Trp Ala lie Leu Thr Thr Ser 

20 25 30 

Leu Phe Tyr Lys Thr Glu lie Glu Gly Trp Glu Asn Leu Pro Ala Ser 

35 40 45 

Asp Glu Gly Ala Val Tyr Val Ala Asn His Gin Ser Phe Leu Asp He 

55 60 
Tyr Thr Leu Phe Gin Leu Gly Arg Pro Phe Lys Phe He Ser Lys Thr 

70 75 
Ser Asn Phe Leu He Pro He He Gly Trp Ser Met Tyr Met Thr Gly 
85 



90 



His He Pro Leu Lys Arg Met Asp Lys Arg Ser Gin Leu Glu Cys Leu 

100 105 110 

Lys Thr Cys Met Lys Leu Val Lys Glu Gly Val Ser val Leu Phe Phe 

115 120 125 ' 

Pro Glu Gly Thr Arg Thr Thr Asp Gly Ala Met Ala Ala Phe Lys Lys 

140 



Gly Ala Phe Ser Val Ala Ala Lys Gly Gly Val Pro Val Val Pro He 

150 155 
Thr Leu He Gly Ser Gly Lys Leu Met Pro Asn Gly Leu Glu Tyr Thr 
165 



170 



Leu Arg Pro Gly Val Val Lys Met He Vai His Pro Ala He Irg Ser 



180 185 



190 

I*» Asn Ala Asp Glu Leu Cys Asp Gin Ser Arg Lys Val He Ala Glu 

95 2 00 205 

Thr Leu He Gin His Gly Leu Pro Val His 
210 215 

<210> 16 



<211> 1254 

<212> DKA 

<213> Mortierella alpina 
<220> 



<221> CDS 

<222> <1)..<1251) 

<223> LPAAT 



<400> 



16 



48 



96 
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atg gat gaa tec acc aco arr 

r ^ - s « E E 2 E s * = 

10 ir 

e s e 2 s e s 5 e - ~ : s s = - 2 

5 E S S £ E £ S £ E - - 2 £ - - 
E E £ E 2 £ ? J - 2 2 = £ = s 2 

60 

att get cca ggg gtc tac cag taa cac afr « == 
He Ala Pro Gly Val Tyr Gin His rT i t ^ 93t Cac 

65 70 ^ HlS lle Ser Tar Gin Gly His 

E S E E E E E E E E £ E S E E £ 

90 

£ E S E E E S E E E £ £ E E E £ 
E 5 S E E E S E £ E E S E 5 S E 
S S £ E E S 2 E S E E E S £ E E 

135 140 
Tit all T 2 10 tgg atg tac ctc tac ttc tec tat ttt 

145 " *** TrP MSt ^ L - *P ^ S £r Pne 

155 

gca gag agg cac agg gca eta aaa *t-t- 160 

- - «. s E E E £ £ E E E E E E 

170 

E £ E E £ £ E 5 E E E E E E £ £ 
E £ E E E E E E E E E E £ 2 E E 

200 o r\ c 

ttg gga cgt gtc aag gaa aag gat ccc ctc tgg ctc ata at, 
Leu Gly Arg Val Lvs Gin r,«, B . g g 51:0 ttc ccc 

21 Y Q 9 ai Lys Glu Asp Pro Leu Trp Leu Val Val Phe Pro 

_ 15 220 

S S E E E E E S E E E E E E E £ 
£ E E E 2 E E E E E E E E E E E 

250 

acc age ggt ctg ttt gtg tgc ate aac aag ttg cgt aaa tefc III 

Thr Ser Gly Leu Phe Val r„ c n» » _ 3 cgt: gga tct 9tc gac 

260 yS LSU Gly Ser Val Asp 

E E E E E E E £ £ E E E E £ E S 



144 



192 



240 



288 



336 



384 



432 



480 



528 



576 



624 



672 



720 



768 



816 
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27 5 280 



20 



285 

£S Pro Sin £* ^ CCff CCa gga Ctg tat atc aac — «ea 

He Pro Gin Glu Leu Tyr Pro Leu Pro Gly Leu Tyr He Asn Lys Ala 

g2 TZ * ag a !f a ' g ?. ac ctg "t gcg atc aag gat 

Arg 
315 

lie Pro Thr Ser olu Pro olu phe ^ = g - - £ «J «. 



«. Pro ^ S1 „ n. to K « ais Le J - ~ - J- ~ "J « 

3 ^-0 315 320 

E E £° 2 , 9 f. a ~ -? I" ?? »• *« «- — «** «* «, 



325 330 



912 



960 



1008 



1056 



gtg gag aag gat gag ttg atg gaa gag ttt tat acc aag ggc cga ttt 
Val Glu Lys Asp Glu Leu Met Glu Glu Phe ayr *h r Ly J Sly ^ £ 
340 345 350 

= = = 2 2 E E 2 E 5 E E E 2 E 2 

355 360 365 

^ ST ST 593 ° ag agt gtc a ^ atc c ^g etc aag gcg n 52 

Ala Gly Gly Pro Thr Glu Gly Gin Ser Val Ar g He Pro Leu LyJ £1 

"" J 375 380 

cga ggc atg atg g ac tac etc atg ccc teg gtc atg aat ctg atc gec 
Arg Gly Met Met Asp Tyr Leu Met Pro Ser Val Me? Asn Leu £ £a 

It • 390 3 95 400 

ctt cct gtg ctg gcg ttt gcg atg aga tat gca gtg cag caa gca teg 
Leu Pro val Leu Ala Phe Ala Met Arg Tyr Ala Va! Gin Gin Ala" ser 
405 41 ° 415 

ggc tga *- LO 

Gly 1254 



1200 
1248 



<210> 17 

<211> 417 

<212> PRT 

<213> Mortierella alpina 

<400> 17 



Met Asp Glu Ser Thr Thr Thr Thr Thr His His Ser Glu Thr Ser Ser 

T «u 5 10 15 

Lys Thr Ser Ser His Pro Arg Arg Leu Gly Pro Glu Met Asn Pro He 



Tyr Lys Gly Leu Arg Ala He Val Trp Ala Phe Tyr Phe Asn Leu Gly 
Ala Ser Leu He Ser He Thr oL Val Leu Ser Leu Pro Leu Ala Leu 



60 



He Ala Pro Gly Val Tyr Gin Trp His He Ser Lys Thr Gin Gly His 

Phe Gly Ala Phe Leu Leu Arg Met Asn Gin Leu Phe Ala Pro Ser Asp 

He val Leu Thr Gly Asp Glu Ser Val Arg Gly He Val Lys 111 Tyr 

100 105 110 

Lys Gly Arg Asn Leu Lys Glu Ala Gly Glu Pro Gly Ser Gly Gin Gly 

120 125 
Glu Asp He Leu Leu Asp Met Pro Glu Arg Met Val Phe He Ala Asn 
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140 



130 135 



His Gin He Tyr Ser Asp Trp Met Tyr Leu Trp Cys Phe Ser Tyr Phe 

155 i £n 

Ala Glu Arg His Arg Ala Leu Lys He He Leu Arg oiy Asp Leu Thr 

165 170 175 

Trp lie Pro Val Phe Gly Trp Gly Met Arg Phe Phe Asp Phe He Phe 

180 185 190 

Leu Lys Arg Asn Asp Trp Ala His Asp Arg Arg Ala He Glu Glu Asn 

195 200 205 

Leu Gly Arg Val Lys Glu Lys Asp Pro Leu Trp Leu Val Val Phe Pro 

210 215 220 

Glu Gly Thr Val Val Ser Lys Glu Thr Arg Leu Arg Ser Val Ala Phe 

230 235 240 

Ser Lys Lys Ala Ser Leu Ser Asp His Arg His Val Leu Leu Pro Arg 

245 250 255 

Thr Ser Gly Leu Phe Val Cys He Asn Lys Leu Arg Gly Ser Val Asp 

260 265 270 

Tyr Leu Tyr Asp Ala Thr Val Gly Tyr Ser Asn Val Glu Tyr Gly Glu 

275 280 285 

He Pro Gin Glu Leu Tyr Pro Leu Pro Gly Leu Tyr He Asn Lys Ala 

m I 295 300 

Gin Pro Lys Glu He Asn Met His Leu Arg Arg Phe Ala He Lys Asp 

310 315 320 

He Pro Thr Ser Glu Pro Glu Phe Val Glu Trp Val Arg Ala Arg Trp 

325 330 335 

Val Glu Lys Asp Glu Leu Met Glu Glu Phe Tyr Thr Lys Gly Arg Phe 

340 345 35 0 

Pro Ser Gin Leu Thr Ala Ala Asp He Gly Glu Lys Glu Val Lys Thr 

355 360 365 

Ala Gly Gly Pro Thr Glu Gly Gin Ser Val Arg He Pro Leu Lys Ala 

370 375 33o 

Arg Gly Met Met Asp Tyr Leu Met Pro Ser Val Met Asn Leu He Ala 
r 390 395 400 

Leu Pro Val Leu Ala Phe Ala Met Arg Tyr Ala Val Gin Gin Ala Ser 

405 41 ° 415 

Gly 44X3 



<210> 18 



<211> 1170 

<212> DNA 

<213> Mortierella alpina 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(1167) 

<223> LPAAT 



<400> 18 



2; T C ^ Ctg Cga gCC att ^ c tW sec ttt tao 48 

Met Asn Pro He Tyr Lys Gly Leu Arg Ala He Val Trp Ala Phe Tyr 

1 5 10 



ttc aac ctg gga gcg teg ctt ata teg ate acg cag gtg ctg teg ctg 



96 
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Phe Asn Leu Gly Ala Ser Leu He Ser He Thr Gin Val Leu Ser Leu 

20 25 30 

cct ctg gcg ttg att get cca ggg gtc tac cag tgg cac ate age aaa 144 
Pro Leu Ala Leu He Ala Pro Gly Val Tyr Gin Trp His He Ser Lys 

35 40 45 

aca cag ggt cac ttt gga get ttc ctg etc egg atg aac cag etc ttt 192 
Thr Gin Gly His Phe Gly Ala Phe Leu Leu Arg Met Asn Gin Leu Phe 

50 55 60 

gcg ccg tea gat att gtc ttg aca ggg gac gag agt gtc agg gga ate 240 
Ala Pro Ser Asp He Val Leu Thr Gly Asp Glu Ser Val Arg Gly He 
65 70 75 ^ 80 

gtc aag gtc tac aaa gga egg aac ctg aag gag gee ggt gag cca ggc 288 
Val Lys Val Tyr Lys Gly Arg Asn Leu Lys Glu Ala Gly Glu Pro Gly 

85 90 95 

age ggt cag gga gag gac att ctt ctg gat atg ccc gag agg atg gtt 33 6 

Ser Gly Gin Gly Glu Asp He Leu Leu Asp Met Pro Glu Arg Met Val 

100 105 no 

ttc att gcg aac cac cag ate tac tct gac tgg atg tac etc tgg tgc 384 
Phe He Ala Asn His Gin He Tyr Ser Asp Trp Met Tyr Leu Trp Cys 

115 120 125 

ttc tec tat ttt gca gag agg cac agg gca ctg aag att att ctt egg 432 
Phe Ser Tyr Phe Ala Glu Arg His Arg Ala Leu Lys He He Leu Arg 

13 ° 135 140 

ggc gac ctg ace tgg ate cct gtc ttt ggc tgg ggt atg egg ttc ttt 480 
Gly Asp Leu Thr Trp He Pro Val Phe Gly Trp Gly Met Arg Phe Phe 
145 150 155 " 160 

gac ttt ate ttt ttg aaa cgt aat gac tgg gca cac gat cgc cgt gee 528 
Asp Phe He Phe Leu Lys Arg Asn Asp Trp Ala His Asp Arg Arg Ala 

165 170 175 

att gag gaa aac ttg gga cgt gtc aag gaa aag gat ccc etc tgg etc 576 
He Glu Glu Asn Leu Gly Arg Val Lys Glu Lys Asp Pro Leu Trp Leu 

180 185 190 

gtg gtc ttc ccc gag gga aca gtc gtc tec aag gaa acg cgt etc cga 624 
Val Val Phe Pro Glu Gly Thr Val Val Ser Lys Glu Thr Arg Leu Arg 

195 200 205 

tec gtt gec ttt tea aag aag get agt ctg teg gat cac cgc cat gtg 672 
Ser Val Ala Phe Ser Lys Lys Ala Ser Leu Ser Asp His Arg His Val 

21° 215 220 

ctg ctt cca agg ace age ggt ctg ttt gtg tgc ate aac aag ttg cgt 720 
Leu Leu Pro Arg Thr Ser Gly Leu Phe Val Cys He Asn Lys Leu Arg 
225 230 235 240 

gga tct gtc gac tac ttg tac gat gca acc gtt ggc tac teg aat gtc 768 
Gly Ser Val Asp Tyr Leu Tyr Asp Ala Thr Val Gly Tyr Ser Asn Val 

245 250 255 

gag tat ggc gag att ccg cag gag ctt tac ccg tta cca gga ctg tat 816 
Glu Tyr Gly Glu He Pro Gin Glu Leu Tyr Pro Leu Pro Gly Leu Tyr 

260 265 270 

ate aac aaa gca cag ccc aag gag ate aac atg cac ctg cgt cga ttt 864 
He Asn Lys Ala Gin Pro Lys Glu He Asn Met His Leu Arg Arg Phe 

27 5 280 285 

gcg ate aag gat ate ccc acg tea gaa ccc gaa ttt gtg gaa tgg gtc 912 
Ala He Lys Asp He Pro Thr Ser Glu Pro Glu Phe Val Glu Trp val 

290 295 300 

cga get egg tgg gtg gag aag gat gag ttg atg gaa gag ttt tat acc 960 
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Arg Ala Arg Trp V al Glu Lys Asp Glu Leu Met Glu Glu Phe Tyr Thr 

310 315 



Lvf ?f !°" ° aa Ctg *cc gcc gac att ggt gag aaa 

Lys Gly Arg Phe Pro Ser Gin Leu Thr Ala Ala Asp He Sly Su Ly! 



325 330 335 



25 



Pro Leu Ala Leu lie Ala Pro Gly Val Tyr Gin Trp His He Ser Lys 

40 45 
Thr Gin Gly His Phe Gly Ala Phe Leu Leu Arg Met Asn Gin Leu Phe 

55 60 
Ala Pro Ser Asp He Val Leu Thr Gly Asp Glu Ser Val Arg Gly He 



70 



Val Lys Val Tyr Lys Gly Arg Asn Leu Lys IL Ala Gly Glu Pro G^y 

90 

Ser Gly Gin Gly Glu Asp He Leu Leu Asp Met Pro Glu Arg Met Val 

105 110 
Phe He Ala Asn His Gin He Tyr Ser Asp Trp Met Tyr Leu Trp Cys 

120 125 
Phe ser Tyr Phe Ala Glu Arg His Arg Ala Leu Lys He He Leu Arg 

135 140 



Gly Asp Leu Thr Trp lie Pro Val Phe Gly Trp Gly Met Arg Phe Phe 



155 



Asp Phe He Phe Leu Lys Arg Asn Asp Trp Zl His Asp Arg Arg 111 



165 



170 



He Glu Glu Asn Leu Gly Arg Val Lys Glu Lys Asp Pro Leu J£ Leu 



180 



185 



Val Val Phe Pro Glu Gly Thr Val Val Ser Lys Glu Thr ^ Leu Arg 



195 



200 



Ser Val Ala Phe Ser Lys Lys Ala Ser Leu Ser Asp His Arg His Val 

215 220 



1008 



1056 



1104 



1152 



Su £? I 35 0? ^ S9t ° Ca a ° 5 ca ^ "Ot gtc agg ate 

Glu val Lys Thr Ala Gly Gly Pro Thr Glu Gly Gin Ser Sal A^g Tit 

40 345 350 

ccg etc aag gcg cga ggc atg atg gac tac etc atg ccc teg gtc at* 
Pro Leu Lys Ala Arg Gly Met Met Asp Tyr Leu Het Pro sir Val Met 

360 365 

Itu tit !T T Ctt ° tg gCg ttt gCg ^ tat gca gtg 

Asn Leu He Ala Leu Pro Val Leu Ala Phe Ala Met Arg Tyr Ala vtl 

„ 375 380 

cag caa gca teg ggc tga 

Gin Gin Ala Ser Gly 1170 
385 

<210> 19 

<211> 389 
<212> PRT 

<213> Mortierella alpina 
<400> 19 

Met Asn Pro He Tyr Lys Gly Leu Arg Ala He Val Trp Ala Phe Tyr 

5 10 15 

Phe Asn Leu Gly Ala Ser Leu He Ser He Thr Gin Val Leu Ser Leu 
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Leu Leu Pro Arg Thr Ser Gly Leu Phe Val Cys He Asn Lys Le u Arg 

230 2 3 5 

Gly Ser Val Asp Tyr Leu Tyr Asp Ala Thr Val Gly Tyr Ser Asn vtl 

245 250 255 

Glu Tyr Gly Glu lie Pro Gin Glu Leu Tyr Pro Leu Pro Gly Leu Tyr 

260 265 270 

He Asn Lys Ala Gin Pro Lys Glu He Asn Met His Leu Arg Arg Phe 
275 280 285 

lit ^ IlG Pr ° Ser Glu Pro Glu p he Val Glu Trp Val 

290 295 300 

Arg Ala Arg Trp Val Glu Lys Asp Glu Leu Met Glu Glu Phe Tyr Thr 

310 315 
Lys Gly Arg Phe Pro Ser Gin Leu Thr Ala Ala Asp He Gly Glu Lys 

Glu Val Lys Thr Ala Gly Gly Pro Tfcr Glu Gly Gin Ser Val Irg He 

340 345 350 

Pro Leu Lys Ala Arg Gly Met Met Asp Tyr Leu Met Pro Ser Val Met 

a 355 360 365 

Asn Leu He Ala Leu Pro Val Leu Ala Phe Ala Met Arg Tyr Ala Val 

0 375 380 

Gin Gin Ala Ser Gly 

385 

<210> 20 

<211> 687 
<212> DNA 

<213> Shewanella hanedai 



<220> 
<221> 
<222> 
<223> 



CDS 

(1) . . (684) 
LPAAT 



<400> 20 



atg tta 
Met Leu 
1 

ccg aga 
Pro Arg 

get gcg 
Ala Ala 



gcg 
Ala 

gat 
Asp 
65 

gga 

Gly 



acg 

Thr 

50 

atg 

Met 

aag 
Lys 



ctg eta 
Leu Leu 

cat cgt 
His Arg 

20 
cca gta 
Pro Val 
35 

act gag 
Thr Glu 

ttt acc 
Phe Thr 

aag agt 
Lys Ser 



gca ttt gtt ttt 
Ala Phe Val Phe 
5 

gac aat gta cac 
Asp Asn Val His 



tta ggt ate 
Leu Gly He 

cct tgt gtc 
Pro Cys Val 
55 

cat act gcg 
His Thr Ala 
70 

tta get tgg 
Leu Ala Trp 
85 



ggt ggt ctt 
Gly Gly Leu 
10 

atg ttc get 
Met Phe Ala 
25 

aag gtc ata gta 
Lys Val He Val 
40 

ttt ttg gca aat 
Phe Leu Ala Asn 

gca gta ccg aaa 
Ala Val Pro Lys 
75 

gtg cct ttt ttt 
Val Pro Phe Phe 
90 



gtt tgt tta tta aga 48 
Val Cys Leu Leu Arg 
15 

aaa att ttc tec tat 96 
Lys He Phe Ser Tyr 
30 

cct age gta 144 
Pro Ser Val 

aat aat ttc 192 
Asn Asn Phe 

gtc agt ctt 240 
Val Ser Leu 
80 

ggt cag att tac tgg 288 
Gly Gin He Tyr Trp 
95 



cgt 
Arg 

cat 
His 
60 

ggg 

Gly 



aaa 

Lys 

45 

cag 

Gin 

acg 
Thr 
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ttg tec ggt aat att eta att gac aga aaa aac cgc aat aga gcg ttt 336 
Leu Ser Gly Asn He Leu He Asp Arg Lys *sn Arg Asn Arg 111 T e ^ 
100 105 110 

!!! C 0Cg Caa ac ° gcc aaa aao att aaa gat aag tgc tta tct 

Glu Thr Met Ala Gin Thr Ala Lys Lys He Lys Lp LyJ cjs Leu Ser 
lib - - - 



120 125 
ate tgg ata ttt ccg gaa ggt acg cgc tct cgt ggc aag ggc tta tta « 9 
He Trp lie Phe Pro Glu Gly Thr Arg Ser Arg Sly L y! £ J£ 

130 "5 140 

cct ttt aaa tct ggt gca ttt cat act gca ata gat gcg gga gtg get 480 
Pro Phe Lys Ser Gly Ala Phe His Thr Ala lie Asp Ila Gly Sal £ 80 

150 155 " 160 

atg gta cct gtg ttg gca tea aat caa age cat ata aaa ctt aat cgt 528 
Met Val Pro Val Leu Ala Ser Asn Gin Ser His He Lys Leu Asn Arg 

165 170 175 

tgg aat aat ggt gtg gtt att ate gag atg atg gat cca ate gaa act 576 
Trp Asn Asn Gly Val Val He He Glu Met Met Asp Pro lie Glu Thr 

180 185 190 

aaa ggt ttg get aag tct cag gta aag gag ttg tot aaa cgt ate cac 624 
Lys Gly Leu Ala Lys Ser Gin Val Lys Glu Leu Ser Lys Arg He His 
195 200 205 

a?* S*? ^ l C9 Cgt " a aCt Cag ttg gat caa -ct tea gee 672 
Ala Met Met Ser Asn Arg Leu Thr Gin Leu Asp Gin Glu Ala Ser Ala 

210 2 15 220 

tta atg gca aag taa 

Leu Met Ala Lys 687 
225 

<210> 21 

<211> 228 

<212> PRT 

<213> Shewanella hanedai 

<400> 21 



Met Leu Leu Leu Ala Phe Val Phe Gly Gly Leu Val Cys Leu Leu Arg 

5 1° 15 

Pro Arg His Arg Asp Asn Val His Met Phe Ala Lys He Phe Ser Tyr 



20 25 



Ala Ala Pro Val Leu Gly He Lys Val He Val Arg Lys Pro Ser Val 

35 40 45 

Ala Thr Thr Glu Pro Cys Val Phe Leu Ala Asn His Gin Asn Asn Phe 
. 50 55 go 

Asp Met Phe Thr His Thr Ala Ala Val Pro Lys Gly Thr Val Ser Leu 

70 75 
Gly Lys Lys Ser Leu Ala Trp Val Pro Phe Phe Gly Gin He Tyr Trp 

85 90 95 

Leu Ser Gly Asn He Leu He Asp Arg Lys Asn Arg Asn Arg Ala Phe 

100 105 110 

Glu Thr Met Ala Gin Thr Ala Lys Lys He Lys Asp Lys Cys Leu Ser 

H5 120 125 

He Trp He Phe Pro Glu Gly Thr Arg Ser Arg Gly Lys Gly Leu Leu 
130 135 140 
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Pro Phe Lys Ser Gly Ala Phe His Thr Ala He Asp Ala Gly Val Ala 

150 155 
Met Val Pro Val Leu Ala Ser Asn Gin Ser His He Lys Leu Asn Arg 



165 17 q 



— - - 1 7 S 

Trp Asn Asn Gly Val Val He lie Glu Met Met Asp Pro He Glu Thr 

0 185 190 

Lys Gly Leu Ala Lys Ser Gin Val Lys Glu Leu Ser Lys . Arg He His 

195 200 205 

Ala Met Met Ser Asn Arg Leu Thr Gin Leu Asp Gin Glu Ala Ser Ala 



Leu Met Ala Lys 
225 

<210> 22 



<211> 1352 

<212> DNA 

<213> Physcomitrella patens 

<220> 

<221> CDS 

<222> (39).. (1340) 

<223> GPAT 



<400> 22 



10 15 



20 



egg ctg ccg aag cgt get ggc gcg gga atg gta gag ttg tat cgc aat 
Arg Leu Pro Lys Arg Ala Gly Ala Gly Met Val Glu LeJ Tyr S j£ 



95 



. . - - 100 

tat cga gat get gta gtg age agt ggc gta gaa aat gcg atg gat att 
Tyr Arg Asp Ala Val Val Ser Ser Gly Val Glu Asn Ala Me^ Jsp Te 

105 HO 115 

Ott gtg aaa gtc atg tea act gtg ttg gac egg att ctt ctg cag ttc 
Val Val Lys Val Met Ser Thr Val Leu Asp Arg He Leu Leu Gin Phe 

125 130 
gag gag cca ttc aca ttt gga teg cac cac aag aga atg gtg gag ccg 



56 



ggcegcaagg taaccgcctt ctgccgcaag ccttgact atg ccg teg ctg ttt egg 

Met Pro Ser Leu Phe Arg 
1 5 

gcg aaa cgc aat ggc aga agg acg ccg ggg aat gec gtg acc aat ttc 104 
Ala Lys Arg Asn Gly Arg Arg Thr Pro Gly Asn Ala Val Thr A^n Pne 



152 



ggg aaa tct gaa ttc cat cgt gaa att agt ggg agt acg egg gcg acc 
Gly Lys Ser Glu Phe His Arg Glu He Ser Gly Ser Thr £ g 111 

25 30 35 

acg cag gtg get gaa gec acc aca get ggt ctt agg gag acc att aaa 2 on 
Thr Gin Val Ala Glu Ala Thr Thr Ala Gly Leu A^g 111 Sr Te SZ 

° 45 50 

gac cgc get att ate gac ggt cat tct cac agt ttt gaa gga att caa 248 
Asp Arg Ala He He Asp Gly His Ser His Ser Phe Glu Sy Te Gin 
! 60 65 70 

teg gaa gaa gag ttg atg cag gta att gaa aag gag gtg gaa tec aat 
Ser Glu Glu Glu Leu Met Gin Val He Glu Lys Glu LI Su Ser 2£ 



296 



344 



392 



440 



488 
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Glu Glu Pro Phe Thr Phe Gly Ser His His Lys Arg Met Val Glu Pro 

135 140 145 150 

tat gat tac tac aca ttt ggt cag aac tat gtg cgt cct etc eta gat 53 6 

Tyr Asp Tyr Tyr Thr Phe Gly Gin Asn Tyr Val Arg Pro Leu Leu Asp 

155 160 165 

tte agg aac tct tac ctt ggg aac tta aag ate ttt gac cag ata gag 58 a 
Phe Arg Asn Ser Tyr Leu Gly Asn Leu Lys He Phe Asp Gin He Glu 

170 175 iso 

aag aac ctg aaa gag ggg eac aac gtc att ttt eta tec aat cac cag 632 
Lys Asn Leu Lys Glu Gly His Asn Val He Phe Leu Ser Asn His Gin 

185 190 195 

act gag gca gat cct get gtt atg gcg ctg ttg ctt gag cac tct cac 68 0 
Thr Glu Ala Asp Pro Ala Val Met Ala Leu Leu Leu Glu His Ser His 

200 205 210 

ccc tat ttg gca gag aac ttg acc tat gtg get gga gac agg gtt gtg 
Pro Tyr Leu Ala Glu Asn Leu Thr Tyr Val Ala Gly Asp Arg Val Val 
2 t 5 220 225 230 

ctg gat cca tte tgc aaa cct ttt agt atg ggc agg aat etc ttg tgc 
Leu Asp Pro Phe Cys Lys Pro Phe Ser Met Gly Arg Asn Leu Leu Cys 

235 240 245 

gtg tat tea aaa aag cac att cac gat gta ccg gac ctt get gaa atg 
Val Tyr Ser Lys Lys His He His Asp Val Pro Asp Leu Ala Glu Met 

250 255 260 

aaa ate aaa get aat gcg aag act ttg aga cag atg acg ate ctg ctg 
Lys He Lys Ala Asn Ala Lys Thr Leu Arg Gin Met Thr He Leu Leu 

265 270 275 

agg cag gga ggt caa tta tta tgg gta gca ccc agt ggt gga cgc gat 
Arg Gin Gly Gly Gin Leu Leu Trp Val Ala Pro Ser Gly Gly Arg Asp 

280 285 290 

cgc cct gat cct gag acc aac gaa tgg gtt cct gca cat ttt gac teg 
Arg Pro Asp Pro Glu Thr Asn Glu Trp Val Pro Ala His Phe Asp Ser 
295 300 305 310 

tct get gtg gag aat atg aag cga eta tct gac att gtc cga gta cct 
Ser Ala Val Glu Asn Met Lys Arg Leu Ser Asp He Val Arg Val Pro 

315 320 325 

get cat tta cat gec eta tea tta eta tgt ttt gag att atg cca cct 
Ala His Leu His Ala Leu Ser Leu Leu Cys Phe Glu He Met Pro Pro 
330 335 340 

« Ct CtS ^ 539 Cga aga gca Sga ttt 1112 

Pro Val Gin Val Gin Lys Glu Leu Gly Glu Arg Arg Ala Val Gly Phe 

345 350 355 

age gga gtt ggt eta gee gtt tec gag caa eta gat tat gat tec att 
Ser Gly Val Gly Leu Ala Val Ser Glu Gin Leu Asp Tyr Asp Ser He 

360 365 370 

gcg aag tta gtc gac gat tec aaa aat gcg aag gat gee ttt teg gat 1208 
Ala Lys Leu Val Asp Asp Ser Lys Asn Ala Lys Asp Ala Phe Ser Asp 
375 380 385 390 

gcg gca tgg age gaa gtc aat gat atg tat aac gtg tta aaa gaa gca 1256 
Ala Ala Trp Ser Glu Val Asn Asp Met Tyr Asn Val Leu Lys Glu Ala 

395 400 405 

att tat ggt gac caa ggt tgt get gtt age aca gat tec ttg aga ctg 1304 
He Tyr Gly Asp Gin Gly Cys Ala Val Ser Thr Asp Ser Leu Arg Leu 

410 415 420 

gaa cag ccc tgg ttt gat gga age agg cga act gat tgaaaatagg gc 1352 



728 



776 



824 



872 



920 



968 



1016 



1064 



1160 
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Glu Gin Pro Trp Phe Asp Gly Ser Arg Arg Thr Asp 
425 430 

<210> 23 

<211> 434 

<212> prt 

<213> Physcomitrella patens 

<400> 23 



Met Pro Ser Leu Phe Arg Ala Lys ^ Asn Gly ^ ^ ^ ^ 

10 

Asn Ala val Thr Asn Phe Gly Lys Ser Glu phe His ^ ^ ^ ^ 
Gly ser Thr Arg Ala Thr Thr Gin Val Ala Glu Ala Thr Thr Ala Gly 

UU ?f ^ Ala Ile Asp Gly „ is Ser His 

60 

ser Ph. Qlu Gly Ile ^ „„ Glu oiu Qlu ^ (fet 
!*B « u v.. oiu Ser 01y ^ Leu Pro Lys £ iu ua ™ 
Val Glu Leu Tyr Arg Asn Tyr Arg Asp Ala Val Val Ser Ser Gly Val 
Glu Asn Ala Met Asp Xle Val Val lyl val Met Ser Thr HI Leu Asp 

Arg lie Leu Leu Gin Phe Glu Glu Pro Phe Thr Phe Gly ser His His 

1 35 140 
£s Arg M.t V.1 Eln P„ OVr Asp T„ ^ ^ phe gly aln 

j.ou 155 
Val Arg Pro Leu Leu Asp Phe Arg Asn Ser Tyr Leu Gly Asn Leu lys 

170 

He Phe Asp Gin Xle Glu Lys Asn Leu Lys Glu Gly His Asn Val lie 

Phe Leu ser Asn His Gin Thr Glu III Asp Pro Ala Val Met Ala Leu 

200 

— Q1 « Hi. s.r Hi. Pro Tyr Leu Ai. „„ _ J fc ^ 

220 

Ala Gly Asp Arg Val Val Leu Asp Pro Phe Cys Lys Pro Phe Ser Met 

^JU 235 
Gly Arg Asn Leu Leu Cys Val Tyr Ser Lys Lys His xle His Asp Val 

250 

Pro Asp Leu Ala Glu Met Lys Xle Lys Ala Asn Ala Lys Thr Leu Arg 

Gin Met Thr Xle Leu Leu Arg Gin 2£ Gly Gin Leu Leu Trp" val Ala 

Pro Ser Gly Gly Arg Asp Arg Pro Asp Pro Glu Thr As" Glu Trp Val 

300 

Pro Ala His Phe Asp Ser Ser Ala Val Olu Asn Met Lys Arg Leu Ser 

315 

Asp Xle val Arg Val Pro Ala His Leu His Ala Leu Ser Leu Leu Cys 

ozo 330 
Phe Glu Xle Met Pro Pro Pro Val Gin Val Gin Lys Glu Leu Gly Glu 
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• 340 345 3 5 o 

Arg Arg Ala Val Gly Phe Ser Gly Val Gly Leu Ala Val Ser Glu Gin 

Leu Asp Tyr as P Ser Ile Ala Lys Lgu ^ ^ ^ ^ ^ 

370 37 5 380 

Lys Asp Ala Phe Ser Asp Ala Ala Trp Ser Glu Val Asn Asp Met Tyr 
, 390 395 too 

Asn Val Leu Lys Glu Ala lie Tyr Gly Asp Gin Gly Cys Ala Val Ser 

405 410 415 

Thr Asp Ser Leu Arg Leu Glu Gin Pro Trp Phe Asp Gly Ser Arg Arg 

_ 420 425 430 

Thr Asp 



<210> 


24 


<211> 


444 


<212> 


DNA 


<213> 


Physcomitrella 


<220> 




<221> 


CDS 


<222> 


(1) . . (444) 


<223> 


GPAT/LPAAT 


<400> 


24 



atg 
Met 
1 

agg 
Arg 

aaa 
Lys 

cac 
His 

egg 
Arg 
65 
ctg 
Leu 

gga 

Gly 

cag 
Gin 



ate 
lie 

egg 
Arg 

tgg 
Trp 

gaa 
Glu 
50 
cca 
Pro 

get 
Ala 

ate 
Ile 

att 
Ile 



get 
Ala 



aag 
Lys 
130 



egg att 
Arg lie 

gtc cct 
Val Pro 

20 
tgt cac 
Cys His 
35 

aaa gag 
Lys Glu 

ctt aaa 
Leu Lys 

gca gca 
Ala Ala 

gee tgg 
Ala Trp 
100 
tta gtg 
Leu Val 
115 

aag gee 
Lys Ala 



ttc aga 
Phe Arg 
5 

atg tct 
Met Ser 

gat gee 
Asp Ala 

aat acg 
Asn Thr 

cct ctt 
Pro Leu 

70 
tgg tgg 
Trp Trp 
85 

gtg gca 
Val Ala 

atg teg 
Met Ser 

aat caa 
Asn Gin 



ggg caa cca 
Gly Gin Pro 



gat 
Asp 

ttt 
Phe 

ttt 

Phe 

55 

att 

Ile 



ctg cct 
Leu Pro 

25 
cac ate 
His Ile 
40 

ggg gag 

Gly Glu 

att gtg 
Ile Val 



ttt eta aga 
Phe Leu Arg 

gga gta etc 
Gly Val Leu 
105 

tea caa teg 
Ser Gin Ser 

120 
aaa cag gcg 
Lys Gin Ala 
135 



tct gtg gtt 
Ser Val Val 
10 

gag gga gee 
Glu Gly Ala 

aag gac gat 
Lys Asp Asp 

gac ttg tat 
Asp Leu Tyr 
60 

ate tec tgg 
Ile Ser Trp 
75 

cga gtt tta 
Arg Val Leu 
90 

gtg gtc gtc 
Val Val Val 

gaa aga agt 
Glu Arg Ser 

get tct gtt 
Ala Ser Val 
140 



cat gtg cac gtg 
His Val His Val 
15 

aac gcg att tct 
Asn Ala lie Ser 
30 

egg ctg gag cag 
Arg Leu Glu Gin 
45 

att cct att gaa 
Ile Pro Ile Glu 



gee ate 
Ala Ile 

tec act 
Ser Thr 

atg ctg 
Met Leu 
110 
tea gat 
Ser Asp 
125 

get cac 
Ala His 



act ttg 
Thr Leu 

80 
tgg aaa 
Trp Lys 
95 

tgt gtc 
Cys Val 

cct gca 
Pro Ala 

etc ggc 
Leu Gly 



48 



96 



144 



192 



240 



288 



336 



384 



432 
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aaa acg gac tga 

AAA 

Lys Thr Asp 
145 

<210> 25 

<211> 147 
<212> PRT 

<213> Physcomitrella patens 
<400> 25 

Met lie Arg lie Phe Arg Gly Gin Pro Ser Val Val His Val His Val 

1 5 10 15 

Arg Arg Val Pro Met Ser Asp Leu Pro oiu Gly Ala Asn Ala lie Ser 

20 25 30 

Lys Trp cys His Asp Ala Phe His lie Lys Asp Asp Arg Leu Glu Gin 

35 40 45 

His Glu Lys Glu Asn Thr Phe Gly Glu Asp Leu Tyr lie Pro lie Glu 

50 55 60 

Arg Pro Leu Lys Pro Leu lie He Val He Ser Trp Ala He Thr Leu 
f 5 , 70 75 80 

Leu Ala Ala Ala Trp Trp Phe Leu Arg Arg Val Leu Ser Thr Trp Lys 

85 90 95 

Gly He Ala Trp Val Ala Gly Val Leu Val Val Val Met Leu Cys Val 

100 105 no 

Gin He Leu Val Met Ser Ser Gin Ser Glu Arg Ser Ser Asp Pro Ala 

115 120 125 

Ala Lys Lys Ala Asn Gin Lys Gin Ala Ala Ser Val Ala His Leu Gly 

130 135 140 

Lys Thr Asp 

145 

<210> 26 

<211> 1710 

<212> DNA 

<213> Physcomitrella patens 
<220> 

<221> CDS 

<222> (246) . . (1394) 

<223> GPAT/LPAAT 

<400> 26 

gaattcgccc tttctctttt tcgtgctgct ccagccgata ttcatgacct gcccgggcag 60 

gtcacattgc gtgttggcca tgtcctggtt gcagctctcg tgaccctcac gctcgcgagc 120 

ggcaccgctc gtcttctgcc tcttgcttgc tcttgcttgc tttctgagga acagccccag 180 

ctccggcacc agcataaggt cgtgtaggga gagagagaga gggggagaga agtaagcttg 2*0 

gagtc atg gag ggc ggg ggc tec ata ate get ctt cct ctg ggg ctt atg 290 
Met Glu Gly Gly Gly Ser He He Ala Leu Pro Leu Gly Leu Met 
1 5 io 15 

ttc etc ttc tec ggg ttc ttt ate aat ate ctg cag ctg ctg teg gtg 338 
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Phe Leu Phe Ser Gly Phe Phe lie Asn lie Leu Gin Leu Leu Ser Val 

20 25 30 

tta ttc att ttg ccg ttt teg agg agg gcg tac cga gta gtg aat atg 386 
Leu Phe lie Leu Pro Phe Ser Arg Arg Ala Tyr Arg Val Val Asn Met 

35 40 45 

att atg atg gag gtg ctg tgg teg gag ctt ata tgg ctg ctg gat tgg 434 
lie Met Met Glu Val Leu Trp Ser Glu Leu lie Trp Leu Leu Asp Trp 

50 55 go 

tgg gcg aat gtg aag gtg aag gtt tac acg cca aag gag teg tgg gag 482 
Trp Ala Asn Val Lys Val Lys Val Tyr Thr Pro Lys Glu Ser Trp Glu 

65 70 75 

cac tta gga aag gag cac gca tta etc att tgt aat cac egc agt gac 530 
His Leu Gly Lys Glu His Ala Leu Leu lie Cys Asn His Arg Ser Asp 
80 85 90 95 

ata gat tgg etc gta gga tgg att att gee cag aga ttg ggg tgt eta 578 
He Asp Trp Leu Val Gly Trp He He Ala Gin Arg Leu Gly Cys Leu 

100 105 no 

ggt ggg act cga get gtt atg aag aag tec ace aaa ttt ctt ccg gtc 626 
Gly Gly Thr Arg Ala Val Met Lys Lys Ser Thr Lys Phe Leu Pro Val 

115 120 125 

att ggc tgg tct atg tgg ttt tea gag tat gtg ttt tta tea aga gat 674 
He Gly Trp Ser Met Trp Phe Ser Glu Tyr Val Phe Leu Ser Arg Asp 

130 135 140 

tgg gec aaa gat gag aag gtc ttg aag aat ggt tat tea agt ctt aag 722 
Trp Ala Lys Asp Glu Lys Val Leu Lys Asn Gly Tyr Ser Ser Leu Lys 

145 150 i5 5 

ggc ttc ccc agg acc ttg tgg gtg get ctt ttt gtg gaa ggc act cga 770 
Gly Phe Pro Arg Thr Leu Trp Val Ala Leu Phe Val Glu Gly Thr Arg 
160 165 170 175 

ttt acg aag gee aaa ctt gag get gee caa aaa ttt gca gcg gat aca 818 
Phe Thr Lys Ala Lys Leu Glu Ala Ala Gin Lys Phe Ala Ala Asp Thr 

"0 i 8 5 19Q 

ggg eta cgt gtt cca agg cat gtg ctt gtt cct cgc aca aaa ggg ttc 866 
Gly Leu Arg Val Pro Arg His Val Leu Val Pro Arg Thr Lys Gly Phe 

195 200 205 

gtt teg get gtg gag aac ttg cgt gaa ttt gtt ccg gta gtt tat gac 914 
Val Ser Ala Val Glu Asn Leu Arg Glu Phe Val Pro Val Val Tyr Asp 

21° 215 220 

atg acc gtt get ata tct aaa gag ctg ccc aat cct aca atg ate egg 962 
Met Thr Val Ala He Ser Lys Glu Leu Pro Asn Pro Thr Met He Arc? 

225 230 235 

att ttc aga ggg caa cca tct gtg gtt cat gtg cac gtg aga egg gtc 1010 
He Phe Arg Gly Gin Pro Ser Val Val His Val His Val Arg Arg Val 
240 245 250 255 

cct atg tct gat ctg cct gag gga gee aac gcg att tct aaa tgg tgt 1058 
Pro Met Ser Asp Leu Pro Glu Gly Ala Asn Ala He Ser Lys Trp Cys 

260 265 270 

cac gat gee ttt cac ate aag gae gat egg ctg gag cag cac gaa aaa 1106 
His Asp Ala Phe His He Lys Asp Asp Arg Leu Glu Gin His Glu Lys 

275 280 285 

gag aat acg ttt ggg gag gac ttg tat att cct att gaa egg cca ctt 1154 
Glu Asn Thr Phe Gly Glu Asp Leu Tyr He Pro He Glu Arg Pro Leu 

290 295 300 

aaa cct ctt att att gtg ate tec tgg gee ate act ttg ctg get gca 1202 
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Lys Pro Leu He He Val He Ser Trp Ala He Thr Leu Leu Ala Ala 

305 310 315 

gca tgg tgg ttt eta aga cga gtt tta tec act tgg aaa gga ate gcc 1250 
Ala Trp Trp Phe Leu Arg Arg Val Leu Ser Thr Trp Lys Gly He Ala 
320 325 330 ~ 335 

tgg gtg gca gga gta etc gtg gtc gtc atg ctg tgt gtc cag att tta 1298 
Trp Val Ala Gly Val Leu Val Val Val Met Leu Cys Val Gin He Leu 

340 345 350 

gtg atg teg tea caa teg gaa aga agt tea gat cct gca get aag aag 1346 
Val Met Ser Ser Gin Ser Glu Arg Ser Ser Asp Pro Ala Ala Lys Lys 

355 360 365 

gcc aat caa aaa cag gcg get tct gtt get cac etc ggc aaa acg gac 1394 
Ala Asn Gin Lys Gin Ala Ala Ser Val Ala His Leu Gly Lys Thr Asp 

370 375 380 

tgagaacttt tgctttaacg caatccaaga ettaggegtg ctagtctcag ttacaattag 1454 
cattcaggca ctccagatgt gtcaagaaat tttagttact etagecaaga attgtttgac 1514 
accttgtagt ccacctaatt tccttgaacg attaagagca geggecatta gatgattcga 1574 
tttggtttct tgatagtatc tggtaccttc ttcttcaagc attgtgtatt ccgcttcagc 1634 
cattcctttt tttaagatgt attgettetc gttcgagggt aggtcatttc tgatctaatt 1694 
ttgaaagcac taattc 1710 

<210> 27 

<211> 383 
<212> PRT 

<213> Physcomitrella patens 
<400> 27 

Met Glu Gly Gly Gly Ser He He Ala Leu Pro Leu Gly Leu Met Phe 

1 5 io 15 

Leu Phe Ser Gly Phe Phe He Asn He Leu Gin Leu Leu Ser Val Leu ' 

20 25 30 

Phe He Leu Pro Phe Ser Arg Arg Ala Tyr Arg Val Val Asn Met He 

3 5 40 45 

Met Met Glu Val Leu Trp Ser Glu Leu He Trp Leu Leu Asp Trp Trp 

50 55 60 

Ala Asn Val Lys Val Lys Val Tyr Thr Pro Lys Glu Ser Trp Glu His 
65 70 75 80 

Leu Gly Lys Glu His Ala Leu Leu He Cys Asn His Arg Ser Asp He 

85 90 95 

Asp Trp Leu Val Gly Trp He He Ala Gin Arg Leu Gly Cys Leu Gly 

100 105 no 

Gly Thr Arg Ala Val Met Lys Lys Ser Thr Lys Phe Leu Pro Val He 

115 120 125 

Gly Trp Ser Met Trp Phe Ser Glu Tyr Val Phe Leu Ser Arg Asp Trp 

13 0 135 140 

Ala Lys Asp Glu Lys Val Leu Lys Asn Gly Tyr Ser Ser Leu Lys Gly 
145 150 155 160 

Phe Pro Arg Thr Leu Trp Val Ala Leu Phe Val Glu Gly Thr Arg Phe 

165 170 175 

Thr Lys Ala Lys Leu Glu Ala Ala Gin Lys Phe Ala Ala Asp Thr Gly 

180 185 190 

Leu Arg Val Pro Arg His Val Leu Val Pro Arg Thr Lys Gly Phe Val 
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195 200 205 

Ser Ala Val Glu Asn Leu Arg Glu Phe Val Pro Val Val Tyr Asp Met 

-nu 215 220 

Thr Val Ala He Ser Lys Glu Leu Pro Asn Pro Thr Met He Arg He 

It 230 235 240 

Phe Arg Gly Gin Pro Ser Val Val His Val His Val Arg Arg Val Pro 

245 250 255 

Met Ser Asp Leu Pro Glu Gly Ala Asn Ala He Ser Lys Trp Cys His 

260 265 270 

Asp Ala Phe His He Lys Asp Asp Arg Leu Glu Gin His Glu Lys Glu 

275 280 285 

Asn Thr Phe Gly Glu Asp Leu Tyr He Pro He Glu Arg Pro Leu Lys 

290 295 300 

Pro Leu He He Val He Ser Trp Ala He Thr Leu Leu Ala Ala Ala 
305 310 315 320 

Trp Trp Phe Leu Arg Arg Val Leu Ser Thr Trp Lys Gly He Ala Trp 

325 330 335 

Val Ala Gly Val Leu Val Val Val Met Leu Cys Val Gin He Leu Val 

340 345 35 0 

Met Ser Ser Gin Ser Glu Arg Ser Ser Asp Pro Ala Ala Lys Lys Ala 

355 3 6 o 365 

Asn Gin Lys Gin Ala Ala Ser Val Ala His Leu Gly Lys Thr Asp 
370 375 380 

<210> 28 



<211> 628 

<212> DNA 

<213> Cryptocodinium cohnii 
<220> 

<221> CDS 

<222> (3).. (578) 

<223> DAGAT 



<400> 28 



tt gat gat tgg ate gec gcg ttg gcg act get tgt gca age acg gat 47 
Asp Asp Trp He Ala Ala Leu Ala Thr Ala Cys Ala Ser Thr Asp 

15 15 
ggg gtt acg gac gtc gac age ctg aag ccc tea gca agt gca gtt ccc 95 
Gly Val Thr Asp Val Asp Ser Leu Lys Pro Ser Ala Ser Ala Val Pro 

20 25 30 

cat gga ccc ccc aag gcg aag gtc agt gag eta teg gee ctg cgc aag 143 
His Gly Pro Pro Lys Ala Lys Val Ser Glu Leu Ser Ala Leu Arg Lys 

35 40 45 

gtg cac aat ega aac egg ace age gtt ttg acc aac gag gac gga ggc 191 
Val His Asn Arg Asn Arg Thr Ser Val Leu Thr Asn Glu Asp Gly Gly 

50 55 60 " 

att cct gag tgc aac gtt gtg ggg ate gtg aac etc tgt gtt act gtg 239 

He Pro Glu Cys Asn Val Val Gly He Val Asn Leu Cys Val Thr Val 
65 70 75 

til l tC , r*° 2* C9C CtC a " tat gag agc atc c ^ aag cac 287 

Met Val Leu He His Leu Arg Leu He Tyr Glu Ser He Arg Lys His 
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80 85 90 95 

ggt gtt ttg ttg gac acc ttc egg gtg gcg gec cac acc gca etc aag 335 

Gly Val Leu Leu Asp Thr Phe Arg Val Ala Ala His Thr Ala Leu Lys 

100 105 no 

cca ggt aac ttc cag tgt acg ctt tgt ttc ttc get ttg ccg gtc ctg 383 
Pro Gly Asn Phe Gin Cys Thr Leu Cys Phe Phe Ala Leu Pro Val Leu 

115 120 125 

gec ate ttg gcg acc ttc att gag gtc ttg gcg age aag gga cag ttg a 31 
Ala lie Leu Ala Thr Phe lie Glu Val Leu Ala Ser Lys Gly Gin Leu 
130 i3 5 140 

ggg ate teg ctt cgc gag cac cct gca tgc egg get ttg tac aat ctg 479 
Gly lie Ser Leu Arg Glu His Pro Ala Cys Arg Ala Leu Tyr Asn Leu 

145 150 155 

cct tac cat ccc tgt cct ggt cat cca cca ctt tea ggc aac tec tct 527 
Pro Tyr His Pro Cys Pro Gly His Pro Pro Leu Ser Gly Asn Ser Ser 
160 165 170 ~ its 

cgt ggg age etc gtt get gat tgc tgc gac cac tct ctt ctt gaa agt 575 
Arg Gly Ser Leu Val Ala Asp Cys Cys Asp His Ser Leu Leu Glu Ser 

180 185 190 

tgg tgagcttege ccacgtgaat tggctctegg cgacagtgga aggcgatgga 628 
Trp 



<210> 29 

<211> 192 

<212> PRT 

<213> Cryptocodinium cohnii 

<400> 29 



Asp 


Asp Trp He 


Ala Ala Leu Ala 


Thr 


Ala 


Cys 


Ala 


Ser Thr Asp Gly 


1 




5 




10 








15 




Val 


Thr Asp Val 


Asp Ser Leu Lys 


Pro 


Ser 


Ala 


Ser 


Ala 


Val Pro 


His 




20 




25 










30 


Gly Pro Pro Lys 


Ala Lys Val Ser 


Glu 


Leu 


Ser 


Ala 


Leu 


Arg Lys 


Val 


His 


35 


40 










45 




Asn Arg Asn 


Arg Thr Ser Val 


Leu 


Thr 


Asn 


Glu 


Asp 


Gly Gly 


He 




50 


55 








60 






Pro 


Glu Cys Asn 


Val Val Gly He 


Val 


Asn 


Leu 


Cys 


Val 


Thr Val 


Met 


65 




70 






75 








80 


Val 


Leu He His 


Leu Arg Leu He 


Tyr Glu 


Ser 


He 


Arg 


Lys His 


Gly 


Val 




85 




90 








95 


Leu Leu Asp 


Thr Phe Arg Val 


Ala 


Ala 


His 


Thr 


Ala 


Leu Lys 


Pro 


Gly 


100 




105 










110 




Asn Phe Gin 


Cys Thr Leu Cys 


Phe 


Phe 


Ala 


Leu 


Pro 


Val Leu 


Ala 




115 


120 










125 


lie 


Leu Ala Thr 


Phe He Glu Val 


Leu 


Ala 


Ser 


Lys Gly Gin Leu Gly 




130 


135 








140 








He 


Ser Leu Arg 


Glu His Pro Ala 


Cys 


Arg Ala 


Leu 


Tyr 


Asn Leu 


Pro 


145 


His Pro Cys 


150 






155 








160 


Tyr 


Pro Gly His Pro 


Pro 


Leu 


Ser 


Gly Asn 


Ser Ser 


Arg 






165 




170 








175 
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Gly Ser Leu Val Ala Asp Cys Cys Asp His Ser Leu Leu Glu Ser Trp 
180 185 190 

<210> 30 



<211> 
<212> 



1272 
DNA 



<213> Cryptocodinium cohnii 



<220> 

<221> CDS 
<222> 
<223> 



(164) . . (1120) 
DAGAT 



<400> 30 



ggacactgac atggactgaa ggagtagaaa gccgtagcca 
aacagtcgcg ccctgactgc agaggggtgc ggcacaaacc 
gtgagtttat agattcttgt ctcgcgctct tcttgtgcaa 



tgg atg 
Trp Met 
5 

gag ggc 
Glu Gly 

ctg gtt 
Leu Val 

tac egg 
Tyr Arg 

cag ttg 
Gin Leu 

70 
gta ate 
Val He 
85 

gcg gtc 
Ala Val 

ate gee 
He Ala 

agt gee 
Ser Ala 

gtc ctt 
Val Leu 
150 
tct tgc 
Ser Cys 
165 



ctg etc 
Leu Leu 

ace cag 
Thr Gin 

teg ttg 
Ser Leu 

40 
get gee 
Ala Ala 
55 

tac aaa 
Tyr Lys 

gag get 
Glu Ala 

cat ccc 
His Pro 

tat gat 
Tyr Asp 
120 
ttg agt 
Leu Ser 
135 

ctg tgg 
Leu Trp 

ttg aag 
Leu Lys 



agt ggt 
Ser Gly 

10 
ctt cga 
Leu Arg 
25 

gca gca 
Ala Ala 



ggt 

Gly 

gcg 
Ala 

tat 
Tyr 



cct cga cga 
Pro Arg Arg 



gtc atg 
Val Met 



tec 
Ser 

cat 
His 
105 
cct 
Pro 



gaa 
Glu 
90 

gga 

Gly 

gac 
Asp 



gta 

Val 

75 

gag 

Glu 

gta 
Val 

ttg 
Leu 



gca ggt gtc 
Ala Gly Val 

act ggc tgt 
Thr Gly Cys 
155 

get ggt etc 
Ala Gly Leu 
170 



gca 
Ala 

teg 
Ser 

etc 
Leu 

age 

Ser 

60 

aat 

Asn 

ctg 
Leu 

cct 
Pro 

gaa 
Glu 

ctg 
Leu 
140 
gtc 
Val 



gca get gca 
Ala Ala Ala 
15 

aca teg gca 
Thr Ser Ala 
30 

cca acg tac 
Pro Thr Tyr 
45 

gag cga gec 
Glu Arg Ala 

tgg ttc ttc 
Trp Phe Phe 



aca get 
Thr Ala 

tct etc 
Ser Leu 
110 
egg gtg 
Arg Val 
125 

ttc aag 
Phe Lys 



tgt 

Cys 

95 

gac 

Asp 

ttg 
Leu 

att 
He 



gac get ggc 
Asp Ala Gly 



age ctt tct gtt 
Ser Leu Ser Val 
175 



ttttggctca agctccagtg 
ctcagataca cacacatccc 
gcg atg get gga aag 
Met Ala Gly Lys 
1 

gcg ttg gcg ctt ctg 
Ala Leu Ala Leu Leu 
20 

cgc gee egg ata ttg 
Arg Ala Arg He Leu 
35 

etc gat gga age gag 
Leu Asp Gly Ser Glu 
50 

tea egg gtc ctg egg 
Ser Arg Val Leu Arg 
65 

aca ate aaa egg cca 
Thr He Lys Arg Pro 
80 

gac cag tgc ate ttg 
Asp Gin Cys He Leu 
100 

cat ttg ctg acg gtc 
His Leu Leu Thr Val 
115 

ccc cag ttg egg aga 
Pro Gin Leu Arg Arg 
130 

ccc att ctg cgc gag 
Pro He Leu Arg Glu 
145 

ggg aag ace gtg gac 
Gly Lys Thr Val Asp 
160 

gtg ccc ggc ggc gaa 
Val Pro Gly Gly Glu 
180 



60 
120 
175 



223 



271 



319 



367 



415 



463 



511 



559 



607 



655 



703 
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cgc gag caa ctt etc gca cag cga ggg aac aag gaa ate etc gtg ctg 751 
Arg Glu Gin Leu Leu Ala Gin Arg Gly Asn Lys Glu lie Leu Val Leu 

185 190 195 

aaa cac agg aag ggc ttt gtc aag tac gee ttg agg cat ggc att ccg 799 
Lys His Arg Lys Gly Phe Val Lys Tyr Ala Leu Arg His Gly lie Pro 

200 205 210 

ttg gta cct gtg tat tgc ttc ggc gag aac caa ctt ttt tgg cag tec 847 
Leu Val Pro Val Tyr Cys Phe Gly Glu Asn Gin Leu Phe Trp Gin Ser 

215 220 225 

tec ttc etc ttc aag gtt cgc agt tgg ctg egg cgc act ctg gga gtg 89 5 

Ser Phe Leu Phe Lys Val Arg Ser Trp Leu Arg Arg Thr Leu Gly Val 

23° 235 240 

gcg etc gtg ttg cce tac gga ggc tgc tgc aat ctg cot ggt gtg ccc 943 
Ala Leu Val Leu Pro Tyr Gly Gly Cys Cys Asn Leu Pro Gly Val Pro 

It 5 . 250 255 260 

ttc teg gag ccg gtg cag etc gtc gtc gga get ccc ttg aag ctt ccg 991 

Phe Ser Glu Pro Val Gin Leu Val Val Gly Ala Pro Leu Lys Leu Pro 

265 270 275 

aag ate gaa gag ccg age gga gtg gaa ata gec aag tgg cac get egg 1039 
Lys lie Glu Glu Pro Ser Gly Val Glu lie Ala Lys Trp His Ala Arg 

280 285 290 

tac atg gag tgt ttg gaa gec ttg ttc aag egg cac cga gtt gaa get 1087 
Tyr Met Glu Cys Leu Glu Ala Leu Phe Lys Arg His Arg Val Glu Ala 

295 300 305 

gga tat cct gaa ttg gaa etc gag ttc ate tga aggtttcaag tttaeatgtg 1140 
Gly Tyr Pro Glu Leu Glu Leu Glu Phe lie 

310 315 
tctoacagtc ctccgctctg agccccacte attgtagtta ctcttctatg tgtgcaacgt „vu 
cgaccacagg agttaccgtc aaagacggtt gctccttgct gcttcgagag aaaaaaaaaa 1260 
aaaaaaaaaa aa 



1200 
1260 
1272 



<210> 31 



<211> 318 
<212> PRT 

<213> Cryptocodinium cohnii 



<400> 31 



Met 


Ala 


Gly Lys 


Trp 


Met 


Leu 


Leu 


Ser Gly Gly Ala Ala Ala Ala 


Ala 


1 


Ala 




5 










10 15 




Leu 


Leu Leu 


Glu 


Gly 


Thr 


Gin 


Leu 


Arg Ala Ser Thr Ser Ala 


Arg 


Ala 




20 










25 


30 


Arg 


lie Leu 
35 


Leu 


Val 


Ser 


Leu 
40 


Ala 


Ala Tyr Leu Pro Thr Tyr 
45 


Leu 


Asp 


Gly 


Ser Glu 


Tyr 


Arg 


Ala 


Ala 


Pro 


Arg Arg Ser Glu Arg Ala 


Ser 




50 








55 






60 


Arg 


Val 


Leu Arg 


Gin 


Leu 


Tyr 


Lys 


Val 


Met Val Asn Trp Phe Phe 


Thr 


65 








70 








75 


80 


lie 


Lys 


Arg Pro 


Val 


He 


Glu 


Ala 


Ser 


Glu Glu Leu Thr Ala Cys 


Asp 


Gin 






85 










90 95 


Cys 


He Leu 


Ala 


Val 


Kis 


Pro 


His 


Gly val Pro Ser Leu Asp His 






100 










105 


110 




Leu 


Leu 


Thr Val 


He 


Ala 


Tyr 


Asp 


Pro 


Asp Leu Glu Arg Val Leu 


Pro 
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115 120 125 

Gin Leu Arg Arg Ser Ala Leu Ser Ala Gly Val Leu Phe Lys lie Pro 

130 135 140 

He Leu Arg Glu Val Leu Leu Trp Thr Gly Cys Val Asp Ala Gly Gly 
145 150 155 16Q 

Lys Thr Val Asp Ser Cys Leu Lys Ala Gly Leu Ser Leu Ser Val Val 

165 170 175 

Pro Gly Gly Glu Arg Glu Gin Leu Leu Ala Gin Arg Gly Asn Lys Glu 

180 185 190 

He Leu Val Leu Lys His Arg Lys Gly Phe Val Lys Tyr Ala Leu Arg 

195 200 205 

His Gly He Pro Leu Val Pro Val Tyr Cys Phe Gly Glu Asn Gin Leu 

210 215 220 

Phe Trp Gin Ser Ser Phe Leu Phe Lys Val Arg Ser Trp Leu Arg Arg 
225 230 235 240 

Thr Leu Gly Val Ala Leu Val Leu Pro Tyr Gly Gly Cys Cys Asn Leu 

245 250 - - • ^ 

Pro Gly Val Pro Phe Ser Glu Pro Val Gin Leu Val Val Gly Ala Pro 

260 265 270 

Leu Lys Leu Pro Lys He Glu Glu Pro Ser Gly Val Glu He Ala Lys 

2 ?5 280 285 

Trp His Ala Arg - Tyr Met Glu Cys Leu Glu Ala Leu Phe Lys Arg His 

290 295 300 

Arg Val Glu Ala Gly Tyr Pro Glu Leu Glu Leu Glu Phe He 
305 310 315 

<210> 32 



<211> 448 
<212> D1JA 

<213> Cryptocodinium cohnii 



<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..{426) 

<223> DAGAT 



<400> 32 



ate aag atg gtg ccg ttt 
He Lys Met Val Pro Phe 
1 5 
ate gac gcg age aag cag 
He Asp Ala Ser Lys Gin 
20 

ggt tec ctg gtg att tac 
Gly Ser Leu Val He Tyr 
35 

age ccc aag cag gaa gtc 
Ser Pro Lys Gin Glu Val 
50 

cga etc get ctg age aca 
Arg Leu Ala Leu Ser Thr 
65 70 
ggc aac ace ace gtg etc 



ttg aag aac gtg ctg ggg 
Leu Lys Asn Val Leu Gly 
10 

gtg ttg gtc aag cga ttg 
Val Leu Val Lys Arg Leu 
25 

ate gga ggg atg gtg gag 
He Gly Gly Met Val Glu 
40 

gtc ttc ttg aag aag agg 
Val Phe Leu Lys Lys Arg 
55 eo 
ggt gee gat gtc gtg ccg 
Gly Ala Asp Val Val Pro 
75 

tea gtg ctg ace get ggc 



etc ttt ggg ctg 48 
Leu Phe Gly Leu 
15 

aag cgc cca ggt 96 
Lys Arg Pro Gly 
30 

etc ttc atg tec 144 

Leu Phe Met Ser 

45 

aag ggt ttt ate 192 
Lys Gly Phe He 

ate tac ttg ttc 240 
He Tyr Leu Phe 
80 

cct ctg gee tct 288 
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Gly Asn Thr Thr Val Leu Ser Val Leu Thr Ala Gly Pro Leu Ala Ser 

85 90 95 

ctg age cgt gec gec ggg gtg tea gtg acc att ttt tgg gga cgc ttc 336 
Leu Ser Arg Ala Ala Gly Val Ser Val Thr lie Phe Trp Gly Arg Phe 

100 105 no 

ggc ttg ccg atg ccc tac ccc gtc aag etc acc tat gec cgt ggc cgt 384 
Gly Leu Pro Met Pro Tyr Pro Val Lys Leu Thr Tyr Ala Arg Gly Arg 

115 120 125 

ccc ate ggt etc cct cat ate gaa ate eta cag atg aga cat 426 
Pro lie Gly Leu Pro His He Glu He Leu Gin Met Arg His 

130 135 140 

tgaccgttgg catgacgtgt ac 448 

<210> 33 



<211> 142 
<212> PRT 

<213> Cryptocodinium cohnii 



<400> 33 



He Lys Met Val Pro Phe Leu Lys Asn Val Leu Gly Leu Phe Gly Leu 

1 5 10 is 

He Asp Ala Ser Lys Gin Val Leu Val Lys Arg Leu Lys Arg Pro Gly 

20 25 30 

Gly Ser Leu Val He Tyr He Gly Gly Met Val Glu Leu Phe Met Ser 

35 40 45 

Ser Pro Lys Gin Glu Val Val Phe Leu Lys Lys Arg Lys Gly Phe He 

50 55 60 

Arg Leu Ala Leu Ser Thr Gly Ala Asp Val Val Pro He Tyr Leu Phe 
65 70 75 ~ 80 

Gly Asn Thr Thr Val Leu Ser Val Leu Thr Ala Gly Pro Leu Ala Ser 

85 90 95 

Leu Ser Arg Ala Ala Gly Val Ser Val Thr He Phe Trp Gly Arg Phe 

100 105 no 

Gly Leu Pro Met Pro Tyr Pro Val Lys Leu Thr Tyr Ala Arg Gly Arg 

115 120 125 

Pro He Gly Leu Pro His He Glu He Leu Gin Met Arg His 
130 135 140 

<210> 34 



<211> 1757 

<212> DNA 

<213> Physcomitrella patens 
<220> 

<221> CDS 

<222> (76) . . (1578) 

<223> LCAT 



<400> 34 



ggcgcgccag aggacgagac aagggggact tgtgagaatc ttcgagcttc aacctgtcaa 



207 



255 
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gcttcggtct ccacc atg tgt tea att tct tgt gga tec act ccg cag caa 111 
Met Cys Ser lie Ser Cys Gly Ser Thr Pro Gin Gin 
1 5 10 

etc tgt cat tac agg aag age ggg gag ctg att aca aga aag agt cgc 159 
Leu Cys His Tyr Arg Lys Ser Gly Glu Leu He Thr Arg Lys Ser Arg 

15 20 25 

gca get att egg tgg tgg agg tat ggc caa caa tgc aag gtg ctg ttg 
Ala Ala He Arg Trp Trp Arg Tyr Gly Gin Gin Cys Lys Val Leu Leu 

30 35 40 

ccg ttg gat ttg att cga tea teg tct caa ttc ttc ate gta gtt etc 
Pro Leu Asp Leu He Arg Ser Ser Ser Gin Phe Phe He Val Val Leu 
45 50 55 60 

act ctg acg etc tte ctg ttc acc acg tgt gga get gtg cat act gcg 303 
Thr Leu Thr Leu Phe Leu Phe Thr Thr Cys Gly Ala Val His Thr Ala 

65 70 75 

gca caa gac aga tea ttc gca aca ttg age caa aga tea aga gcg tct 351 
Ala Gin Asp Arg Ser Phe Ala Thr Leu Ser Gin Arg Ser Arg Ala Ser 

80 85 90 

etc ttc agt gtg gga egg gca caa gca agg aac aaa cac cat ttg gcg 399 
Leu Phe Ser Val Gly Arg Ala Gin Ala Arg Asn Lys His His Leu Ala 

95 100 105 

ccg gtg gtc ata gtt cca ggc acc ggc ggg aat caa eta gag gec agg 447 
Pro Val Val He Val Pro Gly Thr Gly Gly Asn Gin Leu Glu Ala Arg 

110 H5 120 

ttg aca get gat tac gag get aac aag cca tgg tgc tac age ttc aga 495 
Leu Thr Ala Asp Tyr Glu Ala Asn Lys Pro Trp Cys Tyr Ser Phe Arcr 
125 ^ ^ "0 135 140 

aaa gat tac ttc agg ttg tgg ctg gat gtg aaa aca ctg ttt cca cct 543 
Lys Asp Tyr Phe Arg Leu Trp Leu Asp Val Lys Thr Leu Phe Pro Pro 

145 150 i5 5 

ttc acg acg tgt ttc gee gac cgc ctg age ttg gac tac aac ccg cag 591 
Phe Thr Thr Cys Phe Ala Asp Arg Leu Ser Leu Asp Tyr Asn Pro Gin 

160 165 170 

tec gat gee tat age aac ate aag ggc gtg aag acg egg gta ccg ttt 639 
Ser Asp Ala Tyr Ser Asn He Lys Gly Val Lys Thr Arg Val Pro Phe 

175 180 i 8 5 

ttt ggt act acc gaa gga atg gag tac ctg gat ccc tea etc aaa ttc 687 
Phe Gly Thr Thr Glu Gly Met Glu Tyr Leu Asp Pro Ser Leu Lys Phe 

190 195 200 

ttg aca ggc tac atg ata cac ttg gtg aac gca tta aaa get cat ggt 735 
Leu Thr Gly Tyr Met He His Leu Val Asn Ala Leu Lys Ala His Gly 
205 210 215 220 

tac gag aac gga aag tea tta tac gga get cca tac gac ttt egg ttc 783 
Tyr Glu Asn Gly Lys Ser Leu Tyr Gly Ala Pro Tyr Asp Phe Arg Phe 

225 230 235 

gca ccg ggg cca cat gca tec aac gta get eta gag tac ctg aaa gac 831 
Ala Pro Gly Pro His Ala Ser Asn Val Ala Leu Glu Tyr Leu Lys Asp 

240 245 250 

ctg aaa gat etc ata gaa acc gcg tac tea gta aat gee aac gag ccg 879 
Leu Lys Asp Leu He Glu Thr Ala Tyr Ser Val Asn Ala Asn Glu Pro 

2 55 260 265 

gtg gtc ate etc get cac age atg ggc ggg ttg tgg act etc ttc ttc 927 
Val Val He Leu Ala His Ser Met Gly Gly Leu Trp Thr Leu Phe Phe 
270 275 280 
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ctg aac cag caa tec atg gag tgg agg aac aaa tac gtt tec cgc ttt 975 

Leu Asn Gin Gin Ser Met Glu Trp Arg Asn Lys Tyr Val Ser Arg Phe 

285 290 295 300 

gtg tct gta get acc ccg tgg gga ggg gcg gtc gaa cag atg atg acc 1023 

Val Ser Val Ala Thr Pro Trp Gly Gly Ala Val Glu Gin Met Met Thr 

305 310 315 

ttc gca tec ggc aat ccg gag gga gtt ccc ttt gtg aac tec ctg gtc 1071 
Phe Ala Ser Gly Asn Pro Glu Gly Val Pro Phe Val Asn Ser Leu Val 

320 325 330 

gtg cgc gaa gag cag egg cgc tea gag tct aac ttg tgg ctg ctg cca 1119 
Val Arg Glu Glu Gin Arg Arg Ser Glu Ser Asn Leu Trp Leu Leu Pro 

335 340 345 

gtg egg cgc tgc ttc aga gac cga cca ttg gta att acc teg teg cgc 1167 
Val Arg Arg Cys Phe Arg Asp Arg Pro Leu Val He Thr Ser Ser Arg 
350 355 360 

aac tac aca get ggg gac atg gaa cag ttt ctg tgc gac ate ggt ttc 1215 

Asn Tyr Thr Ala Gly Asp Met Glu Gin Phe Leu Cys Asp He Gly Phe 

365 370 375 380 

cct gaa ggg gtc gcg cca tac aaa tec egg ata ccg cac eta acg gac 1263 

Pro Glu Gly Val Ala Pro Tyr Lys Ser Arg lie Pro His Leu Thr Asp 

385 390 395 

att eta caa cct cct caa gtc ccc gtc acc eta att cac ggc tat ggc 1311 
He Leu Gin Pro Pro Gin Val Pro Val Thr Leu He His Gly Tyr Gly 

400 405 410 

gtg ccg acg gcg gag aca eta age tac gag aag aag gga ttc gac aac 1359 
Val Pro Thr Ala Glu Thr Leu Ser Tyr Glu Lys Lys Gly Phe Asp Asn 

415 420 425 

cat ccc gaa ate aca gaa ggt gat ggc gac ggg acg gtg aat gtg tgc 1407 
His Pro Glu He Thr Glu Gly Asp Gly Asp Gly Thr Val Asn Val Cys 

430 435 440 

age ttg acc gcg gtg gtt gag gaa tgg gag cga gtc gca ggt cag gag 1455 
Ser Leu Thr Ala Val Val Glu Glu Trp Glu Arg Val Ala Gly Gin Glu 
445 450 455 460 

ttg gaa atg att gcg ctg cat ggc aaa caa cat atg caa ate ttg cac 1503 
Leu Glu Met He Ala Leu His Gly Lys Gin His Met Gin He Leu His 

465 470 475 

gac gac cat tct gtg caa gtg ate gtg gac gee att etc aat gtt acc 1551 
Asp Asp His Ser Val Gin Val He Val Asp Ala He Leu Asn Val Thr 

480 485 490 

cca cag gaa cag ctt atg ttc cac taa gccctaatcg taaccctaaa 1598 
Pro Gin Glu Gin Leu Met Phe His 
495 500 
cctagctcca atcctcacag gatcaggeca cattctcctt gaaaaacagc ataaggtcga 1658 
ttctccgcag cctctcttcc attccacctc cccctttgta tctctctcca ttcaattgta 1718 
caattgtttt tttattcaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaa 1757 

<210> 35 



<211> 500 
<212> PRT 

<213> Physcomitrella patens 



<400> 35 
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Met Cys Ser lie Ser Cys Gly Ser Thr Pro Gin Gin Leu Cys His Tyr 

1 5 io 15 

Arg Lys Ser Gly Glu Leu lie Thr Arg Lys Ser Arg Ala Ala lie Arg 

20 25 30 

Trp Trp Arg Tyr Gly Gin Gin Cys Lys Val Leu Leu Pro Leu Asp Leu 

35 40 45 

He Arg Ser Ser Ser Gin Phe Phe He Val Val Leu Thr Leu Thr Leu 

50 55 60 

Phe Leu Phe Thr Thr Cys Gly Ala Val His Thr Ala Ala Gin Asp Arg 
65 70 75 80 

Ser Phe Ala Thr Leu Ser Gin Arg Ser Arg Ala Ser Leu Phe Ser Val 

85 90 95 

Gly Arg Ala Gin Ala Arg Asn Lys His His Leu Ala Pro Val Val He 

100 105 110 

Val Pro Gly Thr Gly Gly Asn Gin Leu Glu Ala Arg Leu Thr Ala Asp 

115 120 125 

Tyr Glu Ala Asn Lys Pro Trp Cys Tyr Ser Phe Arg Lys Asp Tyr Phe 

130 135 140 

Arg Leu Trp Leu Asp Val Lys Thr Leu Phe Pro Pro Phe Thr Thr Cys 
145 150 155 160 

Phe Ala Asp Arg Leu Ser Leu Asp Tyr Asn Pro Gin Ser Asp Ala Tyr 

165 170 175 

Ser Asn He Lys Gly Val Lys Thr Arg Val Pro Phe Phe Gly Thr Thr 

180 185 190 

Glu Gly Met Glu Tyr Leu Asp Pro Ser Leu Lys Phe Leu Thr Gly Tyr 

195 200 205 

Met He His Leu Val Asn Ala Leu Lys Ala His Gly Tyr Glu Asn Gly 

210 215 220 

Lys Ser Leu Tyr Gly Ala Pro Tyr Asp Phe Arg Phe Ala Pro Gly Pro 
225 230 235 240 

His Ala Ser Asn Val Ala Leu Glu Tyx Leu Lys Asp Leu Lys Asp Leu 

245 250 255 

He Glu Thr Ala Tyr Ser Val Asn Ala Asn Glu Pro Val Val He Leu 

260 265 270 

Ala His Ser Met Gly Gly Leu Trp Thr Leu Phe Phe Leu Asn Gin Gin 

275 280 285 

Ser Met Glu Trp Arg Asn Lys Tyr Val Ser Arg Phe Val Ser Val Ala 

290 295 300 

Thr Pro Trp Gly Gly Ala Val Glu Gin Met Met Thr Phe Ala Ser Gly 
305 310 315 320 

Asn Pro Glu Gly Val Pro Phe Val Asn Ser Leu Val Val Arg Glu Glu 

325 330 335 

Gin Arg Arg Ser Glu Ser Asn Leu Trp Leu Leu Pro Val Arg Arg Cys 

340 345 350 

Phe Arg Asp Arg Pro Leu Val He Thr Ser Ser Arg Asn Tyr Thr Ala 

355 360 365 

Gly Asp Met Glu Gin Phe Leu Cys Asp He Gly Phe Pro Glu Gly Val 

370 375 380 

Ala Pro Tyr Lys Ser Arg He Pro His Leu Thr Asp He Leu Gin Pro 
385 390 395 400 

Pro Gin Val Pro Val Thr Leu He His Gly Tyr Gly Val Pro Thr Ala 

405 410 415 

Glu Thr Leu Ser Tyr Glu Lys Lys Gly Phe Asp Asn His Pro Glu He 
420 425 430 
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Thr Glu Gly Asp Gly Asp Gly Thr Val Asn Val Cys Ser Leu Thr Ala 

435 440 445 

Val Val Glu Glu Trp Glu Arg Val Ala Gly Gin Glu Leu Glu Met lie 

450 455 4so 

Ala Leu His Gly Lys Gin His Met Gin lie Leu His Asp Asp His Ser 
465 470 475 * 480 

Val Gin Val He Val Asp Ala He Leu Asn Val Thr Pro Gin Glu Gin 
485 490 495 

Leu Met Phe His 
500 



<210> 


36 


<211> 


1893 


<212> 


DNA 


<213> 


Fusarium graminaeum 


<220> 




<221> 


CDS 


<222> 


(1) . . (1893) 


<223> 


LCAT 


<400> 


36 



48 



96 



atg gga aag tec act tta cga cgc egg aat ggc caa gat gcg aca aat 
Met Gly Lys Ser Thr Leu Arg Arg Arg Asn Gly Gin Asp Ala Thr Asn 
15 10 15 

aac gat age gec gac get gac gac act ccg aga gaa gaa age cca acg 
Asn Asp Ser Ala Asp Ala Asp Asp Thr Pro Arg Glu Glu Ser Pro Thr 

20 25 30 

get gag ccg ace aca cac gtt cga gtt gtt caa cac gec gtg ccc aga 144 
Ala Glu Pro Thr Thr His Val Arg Val Val Gin His Ala Val Pro Arg 

35 40 45 

ace cga aaa cgc cgc aac ace ttc gtc ttc ttc ctt ggt agt ttg ttt 192 
Thr Arg Lys Arg Arg Asn Thr Phe Val Phe Phe Leu Gly Ser Leu Phe 

50 55 60 

gga att ata gee gee gga ttt ttc get tec age aat gat ctt att gac 240 
Gly He He Ala Ala Gly Phe Phe Ala Ser Ser Asn Asp Leu He Asp 
65 70 75 80 

etc ccc gag ttt acc gac ttg teg atg gat aac ttg atg gat gtt ctg 288 
Leu Pro Glu Phe Thr Asp Leu Ser Met Asp Asn Leu Met Asp Val Leu 

85 9o " 95 

cct gee ggc ttg ata aag gac atg cgc gac ctt gtt cag ggc gag egg 336 
Pro Ala Gly Leu He Lys Asp Met Arg Asp Leu Val Gin Gly Glu Arg 

100 105 no 

gac att gee gaa teg tac gag cca ttc tct gtt ggc gaa aag get cga 
Asp He Ala Glu Ser Tyr Glu Pro Phe Ser Val Gly Glu Lys Ala Arg 

115 120 125 

tec gag ggt eta gga gtt cac cat cct atg ate atg ata cct ggt gtt 
Ser Glu Gly Leu Gly Val His His Pro Met He Met He Pro Gly Val 

130 135 140 

ate tea act gga etc gaa teg tgg ggt acg get aat ate teg aaa ccc 480 
12, e Ser Thr Gly Leu Glu Ser Trp Gly Thr Ala Asn He Ser Lys Pro 
145 150 155 160 



384 



432 
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tac ttt aga aaa cga ctt tgg ggt agt tgg aca atg atg aga get ctg 528 
Tyr Phe Arg Lys Arg Leu Trp Gly Ser Trp Thr Met Met Arg Ala Leu 

165 170 i7 5 

gtt atg gac aag gag gtt tgg aag aag cac gtc atg etc gac aag agg 576 
Val Met Asp Lys Glu Val Trp Lys Lys His Val Met Leu Asp Lys Arg 

180 185 190 

acg ggc ctt gac ccg cct gac gta aag ttg agg get gec caa ggg ttc 624 
Thr Gly Leu Asp Pro Pro Asp Val Lys Leu Arg Ala Ala Gin Gly Phe 

195 200 205 

gat gcg acc gat ttc ttc ate acg gga tat tgg ate tgg age aaa ate 672 
Asp Ala Thr Asp Phe Phe lie Thr Gly Tyr Trp He Trp Ser Lys He 

210 215 220 

ttt gag aat etc gca tec ate ggc tac gac cca acg aac teg ttc acg 720 
Phe Glu Asn Leu Ala Ser lie Gly Tyr Asp Pro Thr Asn Ser Phe Thr 
225 230 235 2 40 

get get tac gat tgg cgc ttg teg tat ccc aac ctt gag gta egg gac 768 
Ala Ala Tyr Asp Trp Arg Leu Ser Tyr Pro Asn Leu Glu Val Arg Asp 

245 250 255 

cgc tac ttc act egg eta aag teg cat ate gaa ate gcg gtg gee act 816 
Arg Tyr Phe Thr Arg Leu Lys Ser His He Glu He Ala Val Ala Thr 

260 265 270 

gag gac aaa aaa gtc gtc etc gca tea cac agt atg ggg age caa gtc 864 
Glu Asp Lys Lys Val Val Leu Ala Ser His Ser Met Gly Ser Gin Val 

275 280 285 

ctt tac tat ttt etc cac tgg gtg cag tea gaa aga ggc gga cgc ggt 912 
Leu Tyr Tyr Phe Leu His Trp Val Gin Ser Glu Arg Gly Gly Arg Gly 

290 295 300 

ggg ccg gat tgg gtt gag cgt cac att gac gec tgg ate aac ate age 960 
Gly Pro Asp Trp Val Glu Arg His He Asp Ala Trp He Asn He Ser 
305 310 315 320 

gga tgc atg ctt gga gca gtc aag gat ttg acc get gtg etc tec ggc 1008 
Gly Cys Met Leu Gly Ala Val Lys Asp Leu Thr Ala Val Leu Ser Gly 

325 330 335 

gag atg cgc gac aca get caa ctg aac ccg ttc get att tac ggc ctg 1056 
Glu Met Arg Asp Thr Ala Gin Leu Asn Pro Phe Ala He Tyr Gly Leu 

340 345 350 

gaa aag ttc ttg agt aaa gag gag aga gec gag ate ttt cgc ggc atg 1104 
Glu Lys Phe Leu Ser Lys Glu Glu Arg Ala Glu He Phe Arg Gly Met 

355 360 3 6 5 

ccc ggg ata tec tec atg ttg ccc ate ggc ggc aac tct gta tgg ggt 1152 
Pro Gly He Ser Ser Met Leu Pro He Gly Gly Asn Ser Val Trp Gly 

370 375 380 

aac ttg acc tgg get cca gac gac ttg cca ggc cag aac cgt tea tat 1200 
Asn Leu Thr Trp Ala Pro Asp Asp Leu Pro Gly Gin Asn Arg Ser Tyr 
385 3 90 395 400 

gga tct etc ttg aac ttt agg gtc ggt teg aae tgg aca act cct gat 1248 
Gly Ser Leu Leu Asn Phe Arg Val Gly Ser Asn Trp Thr Thr Pro Asp 

405 410 415 

cgt aac ttt ace gtc gag gaa ggt gtg tec tat ttg ctt aac aca acg 1296 
Arg Asn Phe Thr Val Glu Glu Gly Val Ser Tyr Leu Leu Asn Thr Thr 

42 ° 425 430 

yag gac tgg tat caa gac cag ate aag ggc agt tat tct egg ggc att 1344 
Glu Asp Trp Tyr Gin Asp Gin He Lys Gly Ser Tyr Ser Arg Gly He 
435 440 445 
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get 
Ala 

tgg 
Trp 
465 
ate 
lie 

tat 
Tyr 

gat 
Asp 

gag 
Glu 

cat 
His 
545 

gtt 

Val 

cct 
Pro 



cat tec 
His Ser 
450 

ate aat 
lie Asn 

tac tgc 
Tyr Cys 

aag cca 
Lys Pro 

acg ggc 
Thr Gly 
515 
gga gat 
Gly Asp 
530 

ggc tgg 
Gly Trp 

gtc gag 
Val Glu 



ata gat 
lie Asp 

cct etc 
Pro Leu 



ttt 
Phe 

ccg 
Pro 
500 
tat 
Tyr 



tat 
Tyr 
485 
gat 
Asp 

ace 
Thr 



ggt ace 
Gly Thr 

aat atg 
Asn Met 



atg 
Met 



cgc acg 
Arg Thr 



gag 
Glu 

tat 
Tyr 

gat 
Asp 



ttg ctg 
Leu Leu 
595 
gtt gtg 
Val Val 
610 

gat gag 
Asp Glu 



gec 
Ala 
580 
tta 
Leu 



cct 
Pro 
565 
gac 
Asp 

cga 
Arg 



gag gtc 
Glu Val 
455 
gag acg 
Glu Thr 
470 

ggt gtt 
Gly Val 

cag cca 
Gin Pro 

gaa gga 
Glu Gly 

gtg aac 
Val Asn 
535 
aaa cgc 
Lys Arg 
550 

cac gag 
His Glu 

cac gtt 
His Val 



gaa gee 
Glu Ala 

cga ttg 
Arg Leu 

gga aaa 
Gly Lys 



44 

aat gag 
Asn Glu 



tea 
Ser 

gac 
Asp 
520 
etc 
Leu 



ttg 
Leu 
505 

gtg 
Val 

etc 
Leu 



cca 
Pro 

ccg 
Pro 
490 
ace 
Thr 



ctt 
Leu 
475 
acc 
Thr 

aac 
Asn 



tac aac 
Tyr Asn 

ccg gac 
Pro Asp 



gac 
Asp 



age aac 
Ser Asn 

gag act 
Glu Thr 



gta gcg 
Val Ala 

ate aaa 
lie Lys 
615 
tea tag 
Ser 



age 
Ser 
600 
gaa 
Glu 



ate 
lie 
585 

ggc 

Gly 

tat 
Tyr 



gat cat 
Asp His 

agt aca 
Ser Thr 

cca gca 
Pro Ala 
555 
cgc ttc 
Arg Phe 
570 

ttg ggg 
Leu Gly 

aaa ggt 
Lys Gly 

gca tec 
Ala Ser 



aat gac ccc 
Asn Asp Pro 
460 

get cct age 
Ala Pro Ser 

gag cga ggg 
Glu Arg Gly 

etc aac ate 
Leu Asn lie 
510 

ggc gtt gtc 
Gly Val Val 

525 
ggc tac atg 
Gly Tyr Met 
540 

ggc gtc aag 
Gly Val Lys 

aat cct cga 
Asn Pro Arg 

cga tac aac 
Arg Tyr Asn 
590 

gac acg att 
Asp Thr lie 
605 

agg gtt aag 
Arg Val Lys 
620 



aag aag 
Lys Lys 



etc 
Leu 

tac 
Tyr 
495 
aca 
Thr 



aag 
Lys 
480 
ttc 
Phe 

ata 
He 



atg ggc 
Met Gly 

tgt aat 
Cys Asn 



gtt 
Val 

gga 

Gly 
575 
ctg 
Leu 



aca 
Thr 
560 

ggg 

Gly 

aac 
Asn 



acg aac 
Thr Asn 

att tac 
He Tyr 



625 


630 


<210> 


37 


<211> 


630 


<212> 


PRT 


<213> 


Fusarium graminaeum 


<400> 


37 



1392 



1440 



1488 



1536 



1584 



1632 



1680 



1728 



1776 



1824 



1872 



1893 



Met Gly Lys Ser Thr Leu Arg Arg Arg Asn Gly Gin Asp Ala Thr Asn 

1 5 10 15 

Asn Asp Ser Ala Asp Ala Asp Asp Thr Pro Arg Glu Glu Ser Pro Thr 

20 25 30 

Ala Glu Pro Thr Thr His Val Arg Val Val Gin His Ala Val Pro Arg 

35 40 45 

Thr Arg Lys Arg Arg Asn Thr Phe Val Phe Phe Leu Gly Ser Leu Phe 

50 55 60 

Gly He He Ala Ala Gly Phe Phe Ala Ser Ser Asn Asp Leu He Asp 
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45 

65 70 75 80 

Leu Pro Glu Phe Thr Asp Leu Ser Met Asp Asn Leu Met Asp Val Leu 

85 90 95 

Pro Ala Gly Leu He Lys Asp Met Arg Asp Leu Val Gin Gly Glu Arg 

100 105 110 

Asp He Ala Glu Ser Tyr Glu Pro Phe Ser Val Gly Glu Lys Ala Arg 

115 120 125 

Ser Glu Gly Leu Gly Val His His Pro Met He Met He Pro Gly Val 

130 135 140 

He Ser Thr Gly Leu Glu Ser Trp Gly Thr Ala Asn He Ser Lys Pro 
145 150 155 160 

Tyr Phe Arg Lys Arg Leu Trp Gly Ser Trp Thr Met Met Arg Ala Leu 

165 170 175 

Val Met Asp Lys Glu Val Trp Lys Lys His Val Met Leu Asp Lys Arg 

180 185 190 

Thr Gly Leu Asp Pro Pro Asp Val Lys Leu Arg Ala Ala Gin Gly Phe 

195 200 205 

Asp Ala Thr Asp Phe Phe He Thr Gly Tyr Trp He Trp Ser Lys He 

210 215 220 

Phe Glu Asn Leu Ala Ser He Gly Tyr Asp Pro Thr Asn Ser Phe Thr 
225 230 235 240 

Ala Ala Tyr Asp Trp Arg Leu Ser Tyr Pro Asn Leu Glu Val Arg Asp 

245 250 255 

Arg Tyr Phe Thr Arg Leu Lys Ser His He Glu He Ala Val Ala Thr 

260 265 . 270 

Glu Asp Lys Lys Val Val Leu Ala Ser His Ser Met Gly Ser Gin Val 

275 280 285 

Leu Tyr Tyr Phe Leu His Trp Val Gin Ser Glu Arg Gly Gly Arg Gly 

290 295 300 

Gly Pro Asp Trp Val Glu Arg His He Asp Ala Trp He Asn He Ser 
305 310 315 320 

Gly Cys Met Leu Gly Ala Val Lys Asp Leu Thr Ala Val Leu Ser Gly 

325 330 335 

Glu Met Arg Asp Thr Ala Gin Leu Asn Pro Phe Ala He Tyr Gly Leu 

340 345 350 

Glu Lys Phe Leu Ser Lys Glu Glu Arg Ala Glu He Phe Arg Gly Met 

355 360 365 

Pro Gly He Ser Ser Met Leu Pro He Gly Gly Asn Ser Val Trp Gly 

370 375 380 

Asn Leu Thr Trp Ala Pro Asp Asp Leu Pro Gly Gin Asn Arg Ser Tyr 
385 390 395 400 

Gly Ser Leu Leu Asn Phe Arg Val Gly Ser Asn Trp Thr Thr Pro Asp 

405 410 415 

Arg Asn Phe Thr Val Glu Glu Gly Val Ser Tyr Leu Leu Asn Thr Thr 

420 425 430 

Glu Asp Trp Tyr Gin Asp Gin He Lys Gly Ser Tyr Ser Arg Gly He 

435 440 445 

Ala His Ser He Asp Glu Val Glu Ala Asn Glu Asn Asp Pro Lys Lys 

450 455 460 

Trp He Asn Pro Leu Glu Thr Arg Leu Pro Leu Ala Pro Ser Leu Lys 
465 470 475 480 

lie Tyr Cys Phe Tyr Gly Val Gly Lys Pro Thr Glu Arg Gly Tyr Phe 

485 490 495 

Tyr Lys Pro Pro Asp Gin Pro Ser Leu Thr Asn Leu Asn He Thr He 
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500 








505 


Asp Thr Gly Tyr Thr 


Glu 


Gly Asp Val 




515 






520 




Glu 


Gly Asp Gly Thr 


Val 


Asn 


Leu 


Leu 




530 




535 






His 


Gly Trp Asn Met 


Lys 


Arg Tyr 


Asn 


545 




550 








Val 


Val Glu Met Pro 


His 


Glu 


Pro 


Asp 




565 










Pro 


Arg Thr Ala Asp 


His 


Val 


Asp 


He 




580 








585 


Glu 


Leu Leu Leu Arg 


Val 


Ala 


Ser 


Gly 




595 






600 


Tyr 


Val Val Ser Asn 


He 


Lys 


Glu 


Tyr 




610 




615 




Asp 


Asp Glu Glu Thr 


Ser 








625 




630 
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46 

510 

Asp His Gly Val Val Met Gly 
525 

Ser Thr Gly Tyr Met Cys Asn 
540 

Pro Ala Gly Val Lys Val Thr 
555 560 
Arg Phe Asn Pro Arg Gly Gly 
570 575 
Leu Gly Arg Tyr Asn Leu Asn 
590 

Lys Gly Asp Thr He Thr Asn 
605 

Ala Ser Arg Val Lys He Tyr 
620 



<210> 38 



<211> 849 

<212> DNA 

<213> Caenorhabditis elegans 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(849) 

<223> Acyl-CoA: Lys ophospho lipid- Acyltransf erase 

<400> 38 



atg gag aac ttc tgg teg ate gtc gtg ttt ttt eta etc tea att etc 48 
Met Glu Asn Phe Trp Ser He Val Val Phe Phe Leu Leu Ser He Leu 

15 



1 5 10 

ttc att tta tat aac ata teg aca gta tgc cac tac tat atg ^ _ 
Phe He Leu Tyr Asn He Ser Thr Val Cys His Tyr Tyr Met Arg He 



egg att 96 



20 25 



30 



teg ttt tat tac ttc aca att tta ttg cat gga atg gaa gtt tgt gtt 144 
Ser Phe Tyr Tyr Phe Thr He Leu Leu His Gly Met Glu Val Cys Val 

35 40 45 

aca atg ate cct tct tgg eta aat ggg aag ggt get gat tac gtg ttt 192 
Thr Met He Pro Ser Trp Leu Asn Gly Lys Gly Ala Asp Tyr Val Phe 

50 55 60 

cac teg ttt ttc tat tgg tgt aaa tgg act ggt gtt cat aca aca gtc 240 
His Ser Phe Phe Tyr Trp Cys Lys Trp Thr Gly Val His Thr Thr Val 
65 70 75 80 

tat gga tat gaa aaa aca caa gtt gaa ggt ccg get gta gtt att tgt 288 
Tyr Gly Tyr Glu Lys Thr Gin Val Glu Gly Pro Ala Val Val He Cys 

85 90 95 

aat cat cag agt tct etc gac att eta teg atg gca tea ate tgg ccg 336 
Asn His Gin Ser Ser Leu Asp He Leu Ser Met Ala Ser He Trp Pro 

100 105 no 

aag aat tgt gtt gta atg atg aaa cga att ctt gee tat gtt cca ttc 384 
Lys Asn Cys Val Val Met Met Lys Arg He Leu Ala Tyr Val Pro Phe 
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115 120 125 

ttc aat etc gga gcc tac ttt tec aac aca ate tte ate gat cga tat 432 
Phe Asn Leu Gly Ala Tyr Phe Ser Asn Thr lie Phe He Asp Arg Tyr 

130 135 140 

aac cgt gaa cgt gcg atg get tea gtt gat tat tgt gca tct gaa atg 480 
Asn Arg Glu Arg Ala Met Ala Ser Val Asp Tyr Cys Ala Ser Glu Met 
145 150 155 i 60 

aag aae aga aat ett aaa ctt tgg gta ttt eeg gaa gga aca aga aat 528 
Lys Asn Arg Asn Leu Lys Leu Trp val Phe Pro Glu Gly Thr Arg Asn 

165 170 175 

cgt gaa gga ggg ttc att cca ttc aag aaa gga gca ttc aat att gca 576 
Arg Glu Gly Gly Phe He Pro Phe Lys Lys Gly Ala Phe Asn He Ala 

180 185 i 9 o 

gtt cgt gcg cag att ccc att att cca gtt gta ttc tea gac tat egg 624 
Val Arg Ala Gin He Pro He He Pro Val Val Phe Ser Asp Tyr Arg 

195 200 205 

gat ttc tac tea aag cea ggc cga tat ttc aag aat gat gga gaa gtt 672 
Asp Phe Tyr Ser Lys Pro Gly Arg Tyr Phe Lys Asn Asp Gly Glu Val 

210 215 220 

gtt att cga gtt ctg gat gcg att cca aca aaa ggg etc act ctt gat 720 
Val He Arg Val Leu Asp Ala He Pro Thr Lys Gly Leu Thr Leu Asp 
225 , 230 235 24 o 

gac gtc age gag ttg tct gat atg tgt egg gac gtt atg ttg gca gee 768 
Asp Val Ser Glu Leu Ser Asp Met Cys Arg Asp Val Met Leu Ala Ala 

245 250 255 

tat aag gaa gtt act eta gaa get cag caa cga aat gcg aca egg cgt 816 
Tyr Lys Glu Val Thr Leu Glu Ala Gin Gin Arg Asn Ala Thr Arg Arg 

260 265 270 

gga gaa aca aaa gac ggg aag aaa tct gag taa 84Q 
Gly Glu Thr Lys Asp Gly Lys Lys Ser Glu 
275 280 

<210> 39 

<211> 282 
<212> PRT 

<213> Caenorhabditis elegans 
<400> 39 

Met Glu Asn Phe Trp Ser He Val Val Phe Phe Leu Leu Ser He Leu 

5 10 i 5 

Phe He Leu Tyr Asn He Ser Thr Val Cys His Tyr Tyr Met Arg He 

20 25 ~ 30 

Ser Phe Tyr Tyr Phe Thr He Leu Leu His Gly Met Glu Val Cys Val 

35 40 45 

Thr Met He Pro Ser Trp Leu Asn Gly Lys Gly Ala Asp Tyr Val Phe 

50 55 60 

His Ser Phe Phe Tyr Trp Cys Lys Trp Thr Gly Val His Thr Thr Val 
65 7 ° 75 80 

Tyr Gly Tyr Glu Lys Thr Gin Val Glu Gly Pro Ala Val Val He Cys 

85 90 95 

Asn His Gin Ser Ser Leu Asp He Leu Ser Met Ala Ser He Trp Pro 
100 105 no 
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Lys Asn Cys Val Val Met Met Lys Arg lie Leu Ala Tyr Val Pro Phe 

115 120 125 

Phe Asn Leu Gly Ala Tyr Phe Ser Asn Thr lie Phe He Asp Arg Tyr 

130 135 140 

Asn Arg Glu Arg Ala Met Ala Ser Val Asp Tyr Cys Ala Ser Glu Met 
145 150 155 i6o 

Lys Asn Arg Asn Leu Lys Leu Trp Val Phe Pro Glu Gly Thr Arg Asn 

165 170 175 

Arg Glu Gly Gly Phe He Pro Phe Lys Lys Gly Ala Phe Asn He Ala 

180 185 190 

Val Arg Ala Gin He Pro He He Pro Val Val Phe Ser Asp Tyr Arg 

195 200 205 

Asp Phe Tyr Ser Lys Pro Gly Arg Tyr Phe Lys Asn Asp Gly Glu Val 

210 215 220 

Val He Arg Val Leu Asp Ala He Pro Thr Lys Gly Leu Thr Leu Asp 
225 "0 235 240 

Asp Val Ser Glu Leu Ser Asp Met Cys Arg Asp Val Met Leu Ala Ala 

245 250 255 

Tyr Lys Glu Val Thr Leu Glu Ala Gin Gin Arg Asn Ala Thr Arg Arg 

260 265 270 

Gly Glu Thr Lys Asp Gly Lys Lys Ser Glu 

275 280 
<210> 40 

<211> 849 

<212> DNA 

<213> Caenorhabditis elegans 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(849) 

<223 > Acyl -CoA : Lys ophospholipid-Acyl trans f erase 

<400> 40 



x 5 io 

ttc att tta tat aac ata teg aca gta tgc 
Phe He Leu Tyr Asn He Ser Thr Val Cys 

20 25 
teg ttt tat tac ttc aca att tta ttg cat 
Ser Phe Tyr Tyr Phe Thr He Leu Leu His 

35 40 
aca atg ate cct tct tgg eta aat ggg aag 
Thr Met He Pro Ser Trp Leu Asn Gly Lys 

50 55 
cac teg ttt ttc tat tgg tgt aaa tgg act 
His Ser Phe Phe Tyr Trp Cys Lys Trp Thr 
65 70 

tat gga tat gaa aaa aca caa gtt gaa ggt 
Tyr Gly Tyr Glu Lys Thr Gin Val Glu Gly 
85 90 



ttt 


eta 


etc 


tea 


att 


etc 


48 


Phe 


Leu 


Leu 


Ser 


He 
15 


Leu 




cac 


tac 


tat 


atg 


egg 


att 


96 


His 


Tyr 


Tyr 


Met 
30 


Arg 


He 




gga 


atg 


gaa 


gtt 


tgt 


gtt 


144 


Gly 


Met 


Glu 
45 


Val 


Cys 


Val 




ggt 


get 


gat 


tac 


gtg 


ttt 


192 


Gly 


Ala Asp 


Tyr Val 


Phe 






60 












ggt 


gtt 


cat 


aca 


aca 


gtc 


240 


Gly 


Val 


His 


Thr 


Thr 


Val 




75 










80 




ccg 


get 


gta 


gtt 


att 


tgt 


288 


Pro 


Ala 


Val 


Val 


He 
95 


Cys 




atg 


gca 


tea 


ate 


tgg 


ccg 


336 
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Asn His Gin Ser Ser Leu 
100 

aag aat tgt gtt gta atg 
Lys Asn Cys Val Val Met 
115 

ttc aat etc gga gec tac 
Phe Asn Leu Gly Ala Tyr 
130 

aac cgt gaa cgt gcg atg 
Asn Arg Glu Arg Ala Met 
145 150 
aag aac aga aat ctt aaa 
Lys Asn Arg Asn Leu Lys 
165 

cgt gaa gga ggg ttc att 
Arg Glu Gly Gly Phe lie 
180 

gtt cgt gcg cag att ccc 
Val Arg Ala Gin He Pro 
195 

gat ttc tac tea aag cca 
Asp Phe Tyr Ser Lys Pro 
210 

gtt att cga gtt ctg gat 
Val He Arg Val Leu Asp 
225 230 
gac gtc age gag ttg tct 
Asp Val Ser Glu Leu Ser 
245 

tat aag gaa gtt act eta 
Tyr Lys Glu Val Thr Leu 
260 

gga gaa aca aaa gac ggg 
Gly Glu Thr Lys Asp Gly 
275 



49 

Asp He Leu Ser Met Ala 
105 

atg aaa cga att ctt gee 
Met Lys Arg He Leu Ala 
120 

ttt tec aac aca ate ttc 
Phe Ser Asn Thr He Phe 
135 140 
get tea gtt gat tat tgt 
Ala Ser Val Asp Tyr Cys 
155 

ctt tgg gta tct ccg gaa 
Leu Trp Val Ser Pro Glu 
170 

cca ttc aag aaa gga gca 
Pro Phe Lys Lys Gly Ala 
185 

att att cca gtt gta ttc 
He He Pro Val Val Phe 
200 

ggc cga tat ttc aag aat 
Gly Arg Tyr Phe Lys Asn 
215 220 
gcg att cca aca aaa ggg 
Ala lie Pro Thr Lys Gly 
235 

gat atg tgt egg gac gtt 
Asp Met Cys Arg Asp Val 
250 

gaa get cag caa cga aat 
Glu Ala Gin Gin Arg Asn 
265 

aag aaa tct gag taa 
Lys Lys Ser Glu 
280 



Ser He Trp Pro 
110 

tat gtt cca ttc 384 

Tyr Val Pro Phe 

125 

ate gat cga tat 432 

He Asp Arg Tyr 

gca tct gaa atg 480 
Ala Ser Glu Met 
160 

gga aca aga aat 528 
Gly Thr Arg Asn 
175 

ttc aat att gca 576 
Phe Asn He Ala 
190 

tea gac tat egg 624 

Ser Asp Tyr Arg 

205 

gat gga gaa gtt 672 
Asp Gly Glu Val 

etc act ctt gat 720 
Leu Thr Leu Asp 
240 

atg ttg gca gee 768 
Met Leu Ala Ala 
255 

gcg aca egg cgt 816 
Ala Thr Arg Arg 
270 

849 



<210> 41 



<211> 282 

<212> PRT 

<213> Caenorhabditis elegans 

<400> 41 



Met Glu Asn Phe Trp Ser He Val 
1 5 
Phe He Leu Tyr Asn He Ser Thr 
20 

Ser Phe Tyr Tyr Phe Thr He Leu 

35 40 
Thr Met He Pro Ser Trp Leu Asn 

50 55 
His Ser Phe Phe Tyr Trp Cys Lys 
65 70 



Val Phe Phe Leu Leu Ser He Leu 

10 15 
Val Cys His Tyr Tyr Met Arg He 
25 30 
Leu His Gly Met Glu Val Cys Val 
45 

Gly Lys Gly Ala Asp Tyr Val Phe 
60 

Trp Thr Gly Val His Thr Thr Val 
75 80 
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Tyr Gly Tyr Glu Lys Thr Gin Val Glu Gly Pro Ala Val Val lie Cys 

85 90 95 

Asn His Gin Ser Ser Leu Asp lie Leu Ser Met Ala Ser lie Trp Pro 

100 105 110 

Lys Asn Cys Val Val Met Met Lys Arg lie Leu Ala Tyr Val Pro Phe 

115 120 125 

Phe Asn Leu Gly Ala Tyr Phe Ser Asn Thr He Phe He Asp Arg Tyr 

130 135 140 

Asn Arg Glu Arg Ala Met Ala Ser Val Asp Tyr Cys Ala Ser Glu Met 
145 150 155 ~ 160 

Lys Asn Arg Asn Leu Lys Leu Trp Val Ser Pro Glu Gly Thr Arg Asn 

165 170 175 

Arg Glu Gly Gly Phe He Pro Phe Lys Lys Gly Ala Phe Asn He Ala 

180 185 190 

Val Arg Ala Gin He Pro He He Pro Val Val Phe Ser Asp Tyr Arg 

195 200 205 

Asp Phe Tyr Ser Lys Pro Gly Arg Tyr Phe Lys Asn Asp Gly Glu Val 

210 215 220 

Val He Arg Val Leu Asp Ala He Pro Thr Lys Gly Leu Thr Leu Asp 
225 230 235 240 

Asp Val Ser Glu Leu Ser Asp Met Cys Arg Asp Val Met Leu Ala Ala 

245 250 255 

Tyr Lys Glu Val Thr Leu Glu Ala Gin Gin Arg Asn Ala Thr Arg Arg 

260 265 270 

Gly Glu Thr Lys Asp Gly Lys Lys Ser Glu 
275 280 



<210> 42 



<211> 849 
<212> DNA 

<213> Caenorhabditis elegans 



<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(849) 

<223> Acyl-CoA: Lys ophospholipid-Acyl transferase 

<400> 42 



atg gag aac ttc tgg teg ate gtc gtg ttt ttt eta etc tea att etc 48 
Met Glu Asn Phe Trp Ser He Val Val Phe Phe Leu Leu Ser He Leu 
15 10 15 

ttc att tta tat aac ata teg aca gta tgc cac tac tat gtg egg att 96 
Phe He Leu Tyr Asn He Ser Thr Val Cys His Tyr Tyr Val Arg He 

20 25 30 

teg ttt tat tac ttc aca att tta ttg cat gga atg gaa gtt tgt gtt 144 
Ser Phe Tyr Tyr Phe Thr He Leu Leu His Gly Met Glu Val Cys Val 

35 40 45 

aca atg ate cct tct tgg eta aat ggg aag ggt get gat tac gtg ttt 192 
Thr Met He Pro Ser Trp Leu Asn Gly Lys Gly Ala Asp Tyr Val Phe 

50 55 60 

cac teg ttt ttc tat tgg tgt aaa tgg act ggt gtt cat aca aca gtc 240 
His Ser Phe Phe Tyr Trp Cys Lys Trp Thr Gly Val His Thr Thr Val 
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65 70 
tat gga tat gaa aaa aca 
Tyr Gly Tyr Glu Lys Thr 
85 

aat cat cag agt tct etc 
Asn His Gin Ser Ser Leu 
100 

aag aat tgt gtt gta atg 
Lys Asn Cys Val Val Met 
115 

ttc aat etc gga gec tac 
Phe Asn Leu Gly Ala Tyr 
130 

aac cgt gaa cgt gcg atg 
Asn Arg Glu Arg Ala Met 
145 150 
aag aac aga aat ctt aaa 
Lys Asn Arg Asn Leu Lys 
165 

cgt gaa gga ggg ttc att 
Arg Glu Gly Gly Phe He 
180 

gtt cgt gcg cag att ccc 
Val Arg Ala Gin He Pro 
195 

gat ttc tac tea aag cca 
Asp Phe Tyr Ser Lys Pro 
210 

gtt att cga gtt ctg gat 
Val He Arg Val Leu Asp 
225 230 
gac gtc age gag ttg tct 
Asp Val Ser Glu Leu Ser 
245 

tat aag gaa gtt act eta 
Tyr Lys Glu Val Thr Leu 
260 

gga gaa aca aaa gac ggg 
Gly Glu Thr Lys Asp Gly 
275 



51 

75 

caa gtt gaa ggt ccg get 
Gin Val Glu Gly Pro Ala 
90 

gac att eta teg atg gca 
Asp He Leu Ser Met Ala 
105 

atg aaa cga att ctt gee 
Met Lys Arg He Leu Ala 
120 

ttt tec aac aca ate ttc 
Phe Ser Asn Thr He Phe 
135 140 
get tea gtt gat tat tgt 
Ala Ser Val Asp Tyr Cys 
155 

ctt tgg gta ttt ccg gaa 
Leu Trp Val Phe Pro Glu 
170 

cca ttc aag aaa gga gca 
Pro Phe Lys Lys Gly Ala 
185 

att att cca gtt gta ttc 
He He Pro Val Val Phe 
200 

ggc cga tat ttc aag aat 
Gly Arg Tyr Phe Lys Asn 
215 220 
gcg att cca aca aaa ggg 
Ala He Pro Thr Lys Gly 
235 

gat atg tgt egg gac gtt 
Asp Met Cys Arg Asp Val 
250 

gaa get cag caa cga aat 
Glu Ala Gin Gin Arg Asn 
265 

aag aaa tct gag taa 
Lys Lys Ser Glu 
280 
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80 

gta gtt att tgt 288 
Val Val He Cys 
95 

tea ate tgg ccg 336 
Ser He Trp Pro 
110 

tat gtt cca ttc 384 

Tyr Val Pro Phe 

125 

ate gat cga tat 432 
He Asp Arg Tyr 

gca tct gaa atg 480 
Ala Ser Glu Met 
160 

gga aca aga aat 528 
Gly Thr Arg Asn 
175 

ttc aat att gca 576 
Phe Asn He Ala 
190 

tea gac tat egg 624 

Ser Asp Tyr Arg 

205 

gat gga gaa gtt 672 
Asp Gly Glu Val 

etc act ctt gat 720 
Leu Thr Leu Asp 
240 

atg ttg gca gee 768 
Met Leu Ala Ala 
255 

gcg aca egg cgt 816 
Ala Thr Arg Arg 
270 

849 



<210> 43 



<211> 282 
<212> PRT 

<213> Caenorhabditis elegans 



<400> 43 



Met Glu Asn Phe Trp Ser He Val 
1 5 
Phe He Leu Tyr Asn He Ser Thr 
20 

Ser Phe Tyr Tyr Phe Thr He Leu 



Val Phe Phe Leu Leu Ser He Leu 

10 15 
Val Cys His Tyr Tyr Val Arg He 
25 30 
Leu His Gly Met Glu Val Cys Val 
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35 40 45 

Thr Met He Pro Ser Trp Leu Asn Gly Lys Gly Ala Asp Tyr Val Phe 

50 55 60 

His Ser Phe Phe Tyr Trp Cys Lys Trp Thr Gly Val His Thr Thr Val 
65 70 75 80 

Tyr Gly Tyr Glu Lys Thr Gin Val Glu Gly Pro Ala Val Val He Cys 

85 90 95 

Asn His Gin Ser Ser Leu Asp He Leu Ser Met Ala Ser He Trp Pro 

100 105 110 

Lys Asn Cys Val Val Met Met Lys Arg He Leu Ala Tyr Val Pro Phe 

115 120 125 

Phe Asn Leu Gly Ala Tyr Phe Ser Asn Thr He Phe He Asp Arg Tyr 

130 135 140 

Asn Arg Glu Arg Ala Met Ala Ser Val Asp Tyr Cys Ala Ser Glu Met 
145 150 155 160 

Lys Asn Arg Asn Leu Lys Leu Trp Val Phe Pro Glu Gly Thr Arg Asn 

165 170 175 

Arg Glu Gly Gly Phe He Pro Phe Lys Lys Gly Ala Phe Asn He Ala 

180 185 190 

Val Arg Ala Gin He Pro He He Pro Val Val Phe Ser Asp Tyr Arg 

195 200 205 

Asp Phe Tyr Ser Lys Pro Gly Arg Tyr Phe Lys Asn Asp Gly Glu Val 

210 215 220 

Val He Arg Val Leu Asp Ala He Pro Thr Lys Gly Leu Thr Leu Asp 
225 230 235 240 

Asp Val Ser Glu Leu Ser Asp Met Cys Arg Asp Val Met Leu Ala Ala 

245 250 255 

Tyr Lys Glu Val Thr Leu Glu Ala Gin Gin Arg Asn Ala Thr Arg Arg 

260 265 270 

Gly Glu Thr Lys Asp Gly Lys Lys Ser Glu 
275 280 

<210> 44 

<211> 849 
<212> DNA 

<213> Caenorhabditis elegans 



<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(849) 

<223> Acyl-CoA: Lysophospholipid-Acyl transferase 

<400> 44 



atg 


gag 


aac 


ttc 


tgg 


teg 


ate 


gtc 


gtg 


ttt 


ttt 


eta 


etc 


tea 


att 


etc 


48 


Met 


Glu 


Asn 


Phe 


Trp 


Ser 


He 


Val 


Val 


Phe 


Phe 


Leu 


Leu 


Ser 


He 


Leu 




1 








5 










10 










15 






ttc 


att 


tta 


tat 


aac 


ata 


teg 


aca 


gta 


tgc 


cac 


tac 


tat 


atg 


egg 


att 


96 


Phe 


He 


Leu 


Tyr Asn 


He 


Ser 


Thr 


Val 


Cys 


His 


Tyr 


Tyr 


Met 


Arg 


He 










20 










25 










30 








teg 


ttt 


tat 


tac 


ttc 


aca 


att 


tta 


ttg 


cat 


gga 


atg 


gaa 


gtt 


tgt 


gtt 


144 


Ser 


Phe 


Tyr 


Tyr 


Phe 


Thr 


He 


Leu 


Leu 


His 


Gly Met Glu 


Val 


Cys 


Val 





240 



288 



384 
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35 40 45 

aca atg ate cct tct tgg eta aat ggg aag ggt get gat tac gtg ttt 192 
Thr Met lie Pro Ser Trp Leu Asn Gly Lys Gly Ala Asp Tyr Val Phe 

50 55 6 o 

cac teg ttt ttc tat tgg tgt aaa tgg act ggt gtt cat aca aca gtc 
His Ser Phe Phe Tyr Trp Cys Lys Trp Thr Gly Val His Thr Thr Val 
65 70 75 80 

tat gga tat gaa aaa aca caa gtt gaa ggt ccg gee gta gtt att tgt 
Tyr Gly Tyr Glu Lys Thr Gin Val Glu Gly Pro Ala Val Val lie Cys 

85 go 95 

aat cat cag ggt tct etc gac att eta teg atg gca tea ate tgg ccg 336 
Asn His Gin Gly Ser Leu Asp lie Leu Ser Met Ala Ser lie Trp Pro 

100 105 no 

aag aat tgt gtt gta atg atg aaa cga att ctt gee tat gtt cca ttc 
Lys Asn Cys Val Val Met Met Lys Arg lie Leu Ala Tyr Val Pro Phe 

115 120 125 

ttc aat etc gga gee tac ttt tec aac aca ate ttc ate gat ega tat 432 
Phe Asn Leu Gly Ala Tyr Phe Ser Asn Thr He Phe He Asp Arg Tyr 

130 135 140 

aac cgt gaa cgt gcg atg get tea gtt gat tat tgt gca tct gaa atg 480 
Asn Arg Glu Arg Ala Met Ala Ser Val Asp Tyr Cys Ala Ser Glu Met 
145 150 155 i 6 o 

aag aac aga aat ctt aaa ctt tgg gta ttt ccg gaa gga aca aga aat 528 
Lys Asn Arg Asn Leu Lys Leu Trp Val Phe Pro Glu Gly Thr Arg Asn 

165 170 i 7 5 

cgt gaa gga ggg ttc att cca ttc aag aaa gga gca ttc aat att gca 576 
Arg Glu Gly Gly Phe He Pro Phe Lys Lys Gly Ala Phe Asn He Ala 

180 i 85 190 

gtt cgt gcg cag att ccc att att cca gtt gta ttc tea gac tat egg 624 
Val Arg Ala Gin He Pro He He Pro Val Val Phe Ser Asp Tyr Arg 

i95 200 205 

gat ttc tac tea aag cca ggc cga tat ttc aag aat gat gga gaa gtt 
Asp Phe Tyr Ser Lys Pro Gly Arg Tyr Phe Lys Asn Asp Gly Glu Val 

210 215 220 

gtt att cga gtt ctg gat gcg att cca aca aaa ggg etc act ctt gat 
Val He Arg Val Leu Asp Ala He Pro Thr Lys Gly Leu Thr Leu Asp 
225 230 235 2 40 

gac gtc age gag ttg tet gat atg tgt egg gac gtt atg ttg gca gee 768 
Asp Val Ser Glu Leu Ser Asp Met Cys Arg Asp Val Met Leu Ala Ala 

245 250 255 

tat aag gaa gtt act eta gaa get cag caa cga aat gcg aca egg cgt 
Tyr Lys Glu Val Thr Leu Glu Ala Gin Gin Arg Asn Ala Thr Arg Arg 

260 265 270 

gga gaa aca aaa gac ggg aag aaa tct gag taa 
Gly Glu Thr Lys Asp Gly Lys Lys Ser Glu 
275 280 

<210> 45 

<211> 282 
<212> PRT 

<213> Caenorhabditis elegans 



672 



720 



816 
849 



<400> 



45 
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54 



Met Glu Asn Phe Trp Ser lie Val Val Phe Phe Leu Leu Ser lie Leu 

1 5 10 15 

Phe lie Leu Tyr Asn lie Ser Thr Val Cys His Tyr Tyr Met Arg lie 

20 25 30 

Ser Phe Tyr Tyr Phe Thr lie Leu Leu His Gly Met Glu Val Cys Val 

35 40 45 

Thr Met lie Pro Ser Trp Leu Asn Gly Lys Gly Ala Asp Tyr Val Phe 

50 55 60 

His Ser Phe Phe Tyr Trp Cys Lys Trp Thr Gly Val His Thr Thr Val 
65 7 ° 75 80 

Tyr Gly Tyr Glu Lys Thr Gin Val Glu Gly Pro Ala Val Val He Cys 

85 go 95 

Asn His Gin Gly Ser Leu Asp He Leu Ser Met Ala Ser He Trp Pro 

1°0 105 no 

Lys Asn Cys Val Val Met Met Lys Arg He Leu Ala Tyr Val Pro Phe 

115 120 125 

Phe Asn Leu Gly Ala Tyr Phe Ser Asn Thr He Phe He Asp Arg Tyr 

130 135 140 

Asn Arg Glu Arg Ala Met Ala Ser Val Asp Tyr Cys Ala Ser Glu Met 
145 150 155 160 

Lys Asn Arg Asn Leu Lys Leu Trp Val Phe Pro Glu Gly Thr Arg Asn 

165 170 i 7 5 

Arg Glu Gly Gly Phe He Pro Phe Lys Lys Gly Ala Phe Asn He Ala 

180 185 190 

Val Arg Ala Gin He Pro He He Pro Val Val Phe Ser Asp Tyr Arg . 

195 200 205 

Asp Phe Tyr Ser Lys Pro Gly Arg Tyr Phe Lys Asn Asp Gly Glu Val 

21° 215 220 

Val He Arg Val Leu Asp Ala He Pro Thr Lys Gly Leu Thr Leu Asp 
225 230 235 24 o 

Asp Val Ser Glu Leu Ser Asp Met Cys Arg Asp Val Met Leu Ala Ala 

245 250 255 

Tyr Lys Glu Val Thr Leu Glu Ala Gin Gin Arg Asn Ala Thr Arg Arg 

260 265 270 

Gly Glu Thr Lys Asp Gly Lys Lys Ser Glu 
275 280 

<210> 46 



<211> 1578 

<212> DNA 

<213> Physcomitrella patens 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..<1578) 

<223> Delta-6-Desaturase 



<400> 46 



atg gta ttc gcg ggc ggt gga ctt cag cag ggc tct etc gaa gaa aac 48 
Met Val Phe Ala Gly Gly Gly Leu Gin Gin Gly Ser Leu Glu Glu Asn 
1 5 io 



15 



96 
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ate gac gtc gag cac att gec agt atg tct etc ttc age gac ttc ttc 
He Asp Val Glu His He Ala Ser Met Ser Leu Phe Ser Asp Phe Phe 

20 25 30 

agt tat gtg tct tea act gtt ggt teg tgg age gta cac agt ata caa 144 
Ser Tyr Val Ser Ser Thr Val Gly Ser Trp Ser Val His Ser He Gin 

35 40 45 

cct ttg aag cgc ctg acg agt aag aag cgt gtt teg gaa age get gee l 92 
Pro Leu Lys Arg Leu Thr Ser Lys Lys Arg Val Ser Glu Ser Ala Ala 
50 55 so 

?T ^ 3 9Ct 933 g " Cag aga aat tcg a «* acc ca 9 gga 240 
Val Gin Cys He Ser Ala Glu Val Gin Arg Asn Ser Ser Thr Gin Gly 

65 70 75 go 

act gcg gag gca etc gca gaa tea gtc gtg aag ccc acg aga cga agg 288 

Thr Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ser Val Val Lys Pro Thr Arg Arg Sg 

85 90 95 

tea tct cag tgg aag aag teg aca cac ccc eta tea gaa gta gca gta 336 
Ser Ser Gin Trp Lys Lys Ser Thr His Pro Leu Ser Glu Val Ala Val 

100 105 110 

cac aac aag cca age gat tgc tgg att gtt gta aaa aac aag gtg tat 384 
His Asn Lys Pro Ser Asp Cys Trp He Val Val Lys Asn Lys Val Tyr 

115 120 125 

gat gtt tec aat ttt gcg gac gag cat ccc gga gga tea gtt att agt 432 
Asp Val Ser Asn Phe Ala Asp Glu His Pro Gly Gly Ser Val He Ser 

I 30 135 140 

act tat ttt gga cga gac ggc aca gat gtt ttc tct agt ttt cat gca 
Thr Tyr Phe Gly Arg Asp Gly Thr Asp Val Phe Ser Ser Phe His Ala 
145 150 155 i 6 o 

get tct aca tgg aaa att ctt caa gac ttt tac att ggt gac gtg gag 
Ala Ser Thr Trp Lys He Leu Gin Asp Phe Tyr He Gly Asp Val Glu 
I 65 170 175 

Z g ^ l CQ !f fc ° Ca ^ ° tg Ctg aaa gat ttc cga <* aa at S aga 576 
Arg Val Glu Pro Thr Pro Glu Leu Leu Lys Asp Phe Arg Glu Met Arg 

I 80 185 i9o 

get ctt ttc ctg agg gag caa ctt ttc aaa agt teg aaa ttg tac tat 624 

Ala Leu Phe Leu Arg Glu Gin Leu Phe Lys Ser Ser Lys Leu Tyr Tyr 

195 200 205 

1*1 f t9 aCg aat gtt gCt att ttfc 9Ct ^ att Oca 672 

Val Met Lys Leu Leu Thr Asn Val Ala He Phe Ala Ala Ser He Ala 

210 215 220 

ata ata tgt tgg age aag act att tea gcg gtt ttg get tea get tgt 720 
lie He Cys Trp Ser Lys Thr He Ser Ala Val Leu Ala Ser Ala Cys 
225 23° 235 240 

atg atg get ctg tgt ttc caa cag tgc gga tgg eta tec cat gat ttt 768 
Met Met Ala Leu Cys Phe Gin Gin Cys Gly Trp Leu Ser His Asp Phe 

245 250 255 

etc cac aat cag gtg ttt gag aca cgc tgg ctt aat gaa gtt gtc ggg 816 
Leu Hxs Asn Gin Val Phe Glu Thr Arg Trp Leu Asn Glu Val Val Gly 

260 265 270 

tat gtg ate ggc aac gee gtt ctg ggg ttt agt aca ggg tgg tgg aag 864 
Tyr Val He Gly Asn Ala Val Leu Gly Phe Ser Thr Gly Trp Trp Lys 

275 280 285 

gag aag eat aac ctt cat cat get get eea aat gaa tgc gat cag act 912 
Glu Lys His Asn Leu His His Ala Ala Pro Asn Glu Cys Asp Gin Thr 
290 295 300 



480 



528 
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tac caa 
Tyr Gin 
305 

age aag 
Ser Lys 

etc caa 
Leu Gin 

ggt agt 
Gly Ser 

tea cct 
Ser Pro 
370 
ttt tgg 
Phe Trp 
385 

tta gta 
Leu Val 

ttt gta 
Phe Val 

aaa gaa 
Lys Glu 



aac 
Asn 

cat 
His 
465 
cct 
Pro 



ata 
lie 
450 
cat 
His 

aga 
Arg 



cca att gat 
Pro lie Asp 

gac ata ctg 
Asp lie Leu 
325 

tac cag cat 
Tyr Gin His 

340 
tgg etc ttt 
Trp Leu Phe 
355 

gtc gac agg 
Val Asp Arg 

ttc gtc ggg 
Phe Val Gly 

tgg atg gcg 
Trp Met Ala 
405 

ttt gta ctt 
Phe Val Leu 

420 
ttc gtg agt 
Phe Val Ser 
435 

ttc aac gac 
Phe Asn Asp 



gaa gat 
Glu Asp 
310 

gec aca 
Ala Thr 

ctg ttc 
Leu Phe 

tgg age 
Trp Ser 

ttg ttg 
Leu Leu 
375 
aca gcg 
Thr Ala 
390 

gtg act 
Val Thr 

age cac 
Ser His 

gca cag 
Ala Gin 



gta tct 
Val Ser 

gtc gcg 
Val Ala 



ctt ttc cca 
Leu Phe Pro 

gtg gag gtg 
Val Glu Val 
485 

att get acc 
lie Ala Thr 

500 
gag get gcg 
Glu Ala Ala 
515 



tgg ttc 
Trp Phe 
455 
aca atg 
Thr Met 
470 

ttc tgt 
Phe Cys 

ggc act 
Gly Thr 

gca gag 
Ala Glu 



att gat 
lie Asp 

gtt gag 
Val Glu 

ttc atg 
Phe Met 
345 
tgg aga 
Trp Arg 
360 

gag aag 
Glu Lys 

tgc tat 
Cys Tyr 

gag etc 
Glu Leu 

aat ggg 
Asn Gly 
425 
ate gta 
lie Val 
440 

act ggt 
Thr Gly 



56 

act etc ccc 
Thr Leu Pro 

315 
aat aag aca 
Asn Lys Thr 
330 

ggt ctg tta 
Gly Leu Leu 

tat acc tct 
Tyr Thr Ser 



etc att 
Leu lie 

ttc ttg 
Phe Leu 



gga act 
Gly Thr 

ctt etc 
Leu Leu 
395 
atg tec 
Met Ser 
410 

atg gag 
Met Glu 



gtt 

Val 
380 
cct 
Pro 

ggc 

Gly 

gtt 
Val 



ttt 
Phe 

aca 
Thr 
365 
ctg 
Leu 



ttc 
Phe 
350 
gca 
Ala 

ttt 
Phe 



gee tgg 
Ala Trp 
320 
cga ate 
Arg He 
335 

gee cgt 
Ala Arg 

gtg etc 
Val Leu 

cac tac 
His Tyr 



tec aca egg 
Ser Thr Arg 



ggc ctt 
Gly Leu 



ccc agg 
Pro Arg 

aag aaa 
Lys Lys 

tgc aag 
Cys Lys 
505 
cag cat 
Gin His 
520 



cat aat 
His Asn 
475 
cac ggt 
His Gly 
490 

gtt ttg 
Val Leu 



aac 
Asn 
460 
tta 
Leu 

ctg 
Leu 

aaa 
Lys 



ggt tgg 
Gly Trp 

atg ctg 
Met Leu 

tat aat 
Tyr Asn 
430 
gat ate 
Asp He 
445 

agg caa 
Arg Gin 



aag 
Lys 

ctg 
Leu 
415 
teg 
Ser 



cca 
Pro 
400 

ggc 

Gly 

tct 
Ser 



aaa gga 
Lys Gly 

ata gag 
He Glu 



get acc acc 
Ala Thr Thr 



aac 
Asn 

gtg 

Val 

gca 
Ala 

agt 
Ser 
525 



aaa ata gca 
Lys He Ala 
480 

tac gaa gac 
Tyr Glu Asp 

495 
ttg aag gaa 
Leu Lys Glu 
510 
taa 



960 



1008 



1056 



1104 



1152 



1200 



1248 



1296 



1344 



1392 



1440 



1488 



1536 



1578 



<210> 47 



<211> 525 
<212> PRT 

<213> Physcomitrella patens 
<400> 47 

Met Val Phe Ala Gly Gly Gly Leu Gin Gin Gly Ser Leu Glu Glu Asn 

1 5 10 15 

He Asp Val Glu His He Ala Ser Met Ser Leu Phe Ser Asp Phe Phe 
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20 25 30 

Ser Tyr Val Ser Ser Thr Veil Gly Ser Trp Ser Val His Ser lie Gin 

35 40 45 

Pro Leu Lys Arg Leu Thr Ser Lys Lys Arg Val Ser Glu Ser Ala Ala 

50 55 60 

Val Gin Cys lie Ser Ala Glu Val Gin Arg Asn Ser Ser Thr Gin Gly 
65 70 75 80 

Thr Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ser Val Val Lys Pro Thr Arg Arg Arg 

85 90 95 

Ser Ser Gin Trp Lys Lys Ser Thr His Pro Leu Ser Glu Val Ala Val 

100 105 no 

His Asn Lys Pro Ser Asp Cys Trp lie Val Val Lys Asn Lys Val Tyr 

115 120 125 

Asp Val Ser Asn Phe Ala Asp Glu His Pro Gly Gly Ser Val He Ser 
130 135 140 

Thr Tyr Phe Gly Arg Asp Gly Thr Asp Val Phe Ser Ser Phe His Ala 
145 150 155 i 6 o 

Ala Ser Thr Trp Lys He Leu Gin Asp Phe Tyr He Gly Asp Val Glu 

165 170 175 

Arg Val Glu Pro Thr Pro Glu Leu Leu Lys Asp Phe Arg Glu Met Arg 

185 190 
Ala Leu Phe Leu Arg Glu Gin Leu Phe Lys Ser Ser Lys Leu Tyr Tyr 

195 200 205 

Val Met Lys Leu Leu Thr Asn Val Ala He Phe Ala Ala Ser He Ala 

210 215 220 

He He Cys Trp Ser Lys Thr He Ser Ala Val Leu Ala Ser Ala Cys 
225 2 30 235 240 

Met Met Ala Leu Cys Phe Gin Gin Cys Gly Trp Leu Ser His Asp Phe 

245 250 255 

Leu His Asn Gin Val Phe Glu Thr Arg Trp Leu Asn Glu Val Val Gly 

260 265 270 

Tyr Val He Gly Asn Ala Val Leu Gly Phe Ser Thr Gly Trp Trp Lys 

275 280 285 

Glu Lys His Asn Leu His His Ala Ala Pro Asn Glu Cys Asp Gin Thr 

290 295 300 

Tyr Gin Pro He Asp Glu Asp He Asp Thr Leu Pro Leu He Ala Trp 
l 05 310 315 320 

Ser Lys Asp He Leu Ala Thr Val Glu Asn Lys Thr Phe Leu Arg He 

325 330 335 

Leu Gin Tyr Gin His Leu Phe Phe Met Gly Leu Leu Phe Phe Ala Arg 

340 345 350 

Gly Ser Trp Leu Phe Trp Ser Trp Arg Tyr Thr Ser Thr Ala Val Leu 

355 360 365 

Ser Pro Val Asp Arg Leu Leu Glu Lys Gly Thr Val Leu Phe His Tyr 

370 375 380 

Phe Trp Phe Val Gly Thr Ala Cys Tyr Leu Leu Pro Gly Trp Lys Pro 
385 390 395 400 

Leu Val Trp Met Ala Val Thr Glu Leu Met Ser Gly Met Leu Leu Gly 

405 410 415 

Phe Val Phe Val Leu Ser His Asn Gly Met Glu Val Tyr Asn Ser Ser 

42 0 425 430 

Lys Glu Phe Val Ser Ala Gin He Val Ser Thr Arg Asp He Lys Gly 

435 440 445 

Asn He Phe Asn Asp Trp Phe Thr Gly Gly Leu Asn Arg Gin He Glu 
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450 455 
His His Leu Phe Pro Thr Met Pro 
465 470 
Pro Arg Val Glu Val Phe Cys Lys 
485 

Val Ser lie Ala Thr Gly Thr Cys 
500 

Val Ala Glu Ala Ala Ala Glu Gin 
515 520 

<210> 48 



58 

460 

Arg His Asn Leu Asn Lys lie Ala 
475 480 
Lys His Gly Leu Val Tyr Glu Asp 

490 495 
Lys Val Leu Lys Ala Leu Lys Glu 
505 510 
His Ala Thr Thr Ser 
525 



<211> 1192 

<212> DNA 

<213> Physcomitrella patens 
<220> 

<221> CDS 

<222> (58).. (930) 

<223> Delta-6-Elongase 



<400> 48 



ctgcttcgtc tcatcttggg ggtgtgattc gggagtgggt tgagttggtg gagcgca 57 
atg gag gtc gtg gag aga ttc tac ggt gag ttg gat ggg aag gtc teg 105 
Met Glu Val Val Glu Arg Phe Tyr Gly Glu Leu Asp Gly Lys Val Ser 
15 10 15 

cag ggc gtg aat gca ttg ctg ggt agt ttt ggg gtg gag ttg acg gat 153 
Gin Gly Val Asn Ala Leu Leu Gly Ser Phe Gly Val Glu Leu Thr Asp 

20 25 30 

acg ccc act acc aaa ggc ttg ccc etc gtt gac agt ccc aca ccc ate 201 
Thr Pro Thr Thr Lys Gly Leu Pro Leu Val Asp Ser Pro Thr Pro He 

35 40 45 

gtc etc ggt gtt tct gta tac ttg act att gtc att gga ggg ctt ttg 249 
Val Leu Gly Val Ser Val Tyr Leu Thr He Val He Gly Gly Leu Leu 

50 55 60 

tgg ata aag gee agg gat ctg aaa ccg cgc gee teg gag cca ttt ttg 297 
Trp He Lys Ala Arg Asp Leu Lys Pro Arg Ala Ser Glu Pro Phe Leu 
65 70 75 80 

etc caa get ttg gtg ctt gtg cac aac ctg ttc tgt ttt gcg etc agt 345 
Leu Gin Ala Leu Val Leu Val His Asn Leu Phe Cys Phe Ala Leu Ser 

85 90 95 

ctg tat atg tgc gtg ggc ate get tat cag get att acc tgg egg tac 393 
Leu Tyr Met Cys Val Gly He Ala Tyr Gin Ala He Thr Trp Arg Tyr 

100 105 no 

tct etc tgg ggc aat gca tac aat cct aaa cat aaa gag atg gcg att 441 
Ser Leu Trp Gly Asn Ala Tyr Asn Pro Lys His Lys Glu Met Ala He 

115 120 " 125 

ctg gta tac ttg ttc tac atg tct aag tac gtg gaa ttc atg gat acc 489 
Leu Val Tyr Leu Phe Tyr Met Ser Lys Tyr Val Glu Phe Met Asp Thr 

130 135 140 

gtt ate atg ata ctg aag cgc age acc agg caa ata age ttc etc cac 537 
Val He Met He Leu Lys Arg Ser Thr Arg Gin He Ser Phe Leu His 
145 150 155 160 
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Ott tat cat cat tct tea att tec etc att tgg tgg get att get cat 58 5 
Val Tyr His His Ser Ser He Ser Leu He Trp Trp Ala He Ala His 

165 170 175 

cac get cct ggc ggt gaa gca tat tgg tct gcg get ctg aac tea gga 633 
His Ala Pro Gly Gly Glu Ala Tyr Trp Ser Ala Ala Leu Asn Ser Gly 

!80 185 190 

gtg cat gtt etc atg tat gcg tat tac ttc ttg get gee tgc ctt cga 681 
Val His Val Leu Met Tyr Ala Tyr Tyr Phe Leu Ala Ala Cys Leu Arg 

195 200 205 

agt age cca aag tta aaa aat aag tac ctt ttt tgg ggc agg tac ttg 729 
Ser Ser Pro Lys Leu Lys Asn Lys Tyr Leu Phe Trp Gly Arg Tyr Leu 

210 215 220 

aca caa ttc caa atg ttc cag ttt atg ctg aac tta gtg cag get tac 777 
Thr Gin Phe Gin Met Phe Gin Phe Met Leu Asn Leu Val Gin Ala Tyr 
225 2 30 235 240 

tac gac atg aaa acg aat gcg cca tat cca caa tgg ctg ate aag att 825 
Tyr Asp Met Lys Thr Asn Ala Pro Tyr Pro Gin Trp Leu He Lys He 

245 250 255 

ttg ttc tac tac atg ate teg ttg ctg ttt ctt ttc ggc aat ttt tac 873 
Leu Phe Tyr Tyr Met He Ser Leu Leu Phe Leu Phe Gly Asn Phe Tyr 

260 265 270 

gta caa aaa tac ate aaa ccc tct gac gga aag caa aag gga get aaa 921 
Val Gin Lys Tyr He Lys Pro Ser Asp Gly Lys Gin Lys Gly Ala Lys 

275 280 285 

act gag tga gctgtatcaa gecatagaaa ctctattatg ttagaacctg 970 
Thr Glu 
290 

aagttggtgc tttcttatct ccacttatct tttaagcagc atcagttttg aaatgatgtg 103 0 
tgggcgtggt ctgeaagtag tcatcaatat aatcggectg agcacttcag atggattgtt 1090 
agaacatgag taaaageggt tattaeggtg tttattttgt accaaatcac cgcacgggtg 1150 
aattgaaata tttcagattt gatcaatttc atctgaaaaa aa 1192 

<210> 49 

<211> 290 

<212> PRT 

<213> Physcomitrella patens 

<400> 49 



Met 
1 


Glu 


Val 


Val Glu 


Arg 


Phe 


Tyr 


Gly 


Glu 


Leu Asp Gly Lys Val Ser 






5 










10 




15 


Gin Gly Val 


Asn Ala 


Leu 


Leu 


Gly 


Ser 


Phe 


Gly Val 


Glu Leu Thr Asp 


Thr 






20 








25 






30 


Pro 


Thr 


Thr Lys 


Gly 


Leu 


Pro 


Leu 


Val 


Asp Ser 


Pro Thr Pro He 


Val 




35 








40 








45 


Leu 


Gly 


Val Ser 


Val 


Tyr 


Leu 


Thr 


He 


Val He 


Gly Gly Leu Leu 




50 








55 








60 


Trp 


He 


Lys 


Ala Arg 


Asp 


Leu 


Lys 


Pro 


Arg 


Ala Ser 


Glu Pro Phe Leu 


65 








70 










75 


80 


Leu 


Gin 


Ala 


Leu Val 
85 


Leu 


Val 


His 


Asn 


Leu 
90 


Phe Cys 


Phe Ala Leu Ser 
95 


Leu 


Tyr 


Met 


Cys Val 
100 


Gly 


He 


Ala 


Tyr 
105 


Gin 


Ala He 


Thr Trp Arg Tyr 
110 
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60 



Ser 


Leu 


Trp 


Gly Asn Ala 


Tyr Asn Pro Lys His 


Lys Glu 


Met 


Ala 


He 






115 








120 


125 








Leu 


Val 


Tyr 


Leu 


Phe 


Tyr 


Met Ser Lys Tyr Val 


Glu Phe 


Met Asp 


Thr 




130 










135 


140 








Val 


lie 


Met 


He 


Leu 


Lys 


Arg Ser Thr Arg Gin He Ser 


Phe 


Leu 


His 


145 










150 


155 








160 


Val 


Tyr 


His 


His 


Ser 


Ser 


He Ser Leu He Trp 


Trp Ala 


He 


Ala 


His 


His 








165 




170 






175 




Ala 


Pro 


Gly Gly Glu 


Ala Tyr Trp Ser Ala Ala Leu 


Asn 


Ser Gly 








180 






185 




190 






Val 


His 


Val 


Leu 


Met 


Tyr 


Ala Tyr Tyr Phe Leu 


Ala Ala 


Cys 


Leu 


Arg 






195 








200 


205 






Ser 


Ser 


Pro 


Lys 


Leu 


Lys 


Asn Lys Tyr Leu Phe 


Trp Gly Arg Tyr Leu 




210 










215 


220 








Thr 


Gin 


Phe 


Gin 


Met 


Phe 


Gin Phe Met Leu Asn 


Leu Val 


Gin 


Ala 


Tyr 


225 










230 


235 








240 


Tyr 


Asp 


Met 


Lys 


Thr 


Asn 


Ala Pro Tyr Pro Gin 


Trp Leu 


He 


Lys 


He 










245 




250 






255 




Leu 


Phe 


Tyr 


Tyr 


Met 


He 


Ser Leu Leu Phe Leu 


Phe Gly Asn 


Phe 


Tyr 








260 






265 




270 




Val Gin Lys 


Tyr 


He 


Lys 


Pro Ser Asp Gly Lys 


Gin Lys 


Gly Ala 


Lys 






275 








280 


285 






Thr 


Glu 





















290 



<210> 50 

<211> 1410 

<212> DNA 

<213> Phaeodactylum tricornutum 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(1410) 

<223> Delta-5-Desaturase 

<400> 50 



atg 


get 


ccg 


gat 


gcg 


gat 


aag 


ctt 


cga caa cgc cag 


acg 


act 


gcg 


gta 


48 


Met 


Ala 


Pro 


Asp 


Ala 


Asp 


Lys 


Leu 


Arg Gin Arg Gin Thr Thr 


Ala 


Val 




1 








5 








10 






15 






gcg 


aag 


cac 


aat 


get 


get 


acc 


ata 


teg acg cag gaa 


cgc 


ctt 


tgc 


agt 


96 


Ala 


Lys 


His 


Asn 


Ala 


Ala 


Thr 


He 


Ser Thr Gin Glu Arg Leu 


Cys 


Ser 










20 










25 




30 






ctg 


tct 


teg 


etc 


aaa 


ggc 


gaa 


gaa 


gtc tgc ate gac 


gga 


ate 


ate 


tat 


144 


Leu 


Ser 


Ser 


Leu 


Lys 


Gly 


Glu 


Glu 


Val Cys He Asp 


Gly 


He 


He 


Tyr 








35 










40 




45 








gac 


etc 


caa 


tea 


ttc 


gat 


cat 


ccc 


ggg ggt gaa acg 


ate 


aaa 


atg 


ttt 


192 


Asp 


Leu 


Gin 


Ser 


Phe 


Asp 


His 


Pro 


Gly Gly Glu Thr 


He 


Lys 


Met 


Phe 






50 










55 




60 










ggt 


ggc 


aac 


gat 


gtc 


act 


gta 


cag 


tac aag atg att 


cac 


ccg 


tac 


cat 


240 


Gly 


Gly 


Asn 


Asp 


Val 


Thr 


Val 


Gin 


Tyr Lys Met He 


His 


Pro 


Tyr 


His 




65 










70 






75 






80 




acc 


gag 


aag 


cat 


ttg 


gaa 


aag 


atg 


aag cgt gtc ggc 


aag 


gtg 


acg 


gat 


288 
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Thr Glu Lys His Leu Glu Lys Met Lys Arg Val Gly Lys Val Thr Asp 

85 90 95 

ttc gtc tgc gag tac aag ttc gat acc gaa ttt gaa cgc gaa ate aaa 33 6 

Phe Val Cys Glu Tyr Lys Phe Asp Thr Glu Phe Glu Arg Glu He Lys 

100 105 no 

cga gaa gtc ttc aag att gtg cga cga ggc aag gat ttc ggt act ttg 384 
Arg Glu Val Phe Lys He Val Arg Arg Gly Lys Asp Phe Gly Thr Leu 

115 120 125 

gga tgg ttc ttc cgt gcg ttt tgc tac att gec att ttc ttc tac ctg 432 
Gly Trp Phe Phe Arg Ala Phe Cys Tyr He Ala He Phe Phe Tyr Leu 

130 135 140 

cag tac cat tgg gtc acc acg gga acc tct tgg ctg ctg gec gtg gec 480 
Gin Tyr His Trp Val Thr Thr Gly Thr Ser Trp Leu Leu Ala Val Ala 
145 150 155 i 6 o 

tac gga ate tec caa gcg atg att ggc atg aat gtc cag cac gat gec 528 
Tyr Gly He Ser Gin Ala Met He Gly Met Asn Val Gin His Asp Ala 

165 170 175 

aac cac ggg gec acc tec aag cgt ccc tgg gtc aac gac atg eta ggc 576 
Asn His Gly Ala Thr Ser Lys Arg Pro Trp Val Asn Asp Met Leu Gly 

180 185 190 

etc ggt gcg gat ttt att ggt ggt tec aag tgg etc tgg cag gaa caa 624 
Leu Gly Ala Asp Phe He Gly Gly Ser Lys Trp Leu Trp Gin Glu Gin 

195 200 205 

cac tgg acc cac cac get tac acc aat cac gec gag atg gat ccc gat 672 
His Trp Thr His His Ala Tyr Thr Asn His Ala Glu Met Asp Pro Asp 

210 215 220 

age ttt ggt gee gaa cca atg etc eta ttc aac gac tat ccc ttg gat 720 
Ser Phe Gly Ala Glu Pro Met Leu Leu Phe Asn Asp Tyr Pro Leu Asp 
225 230 235 ~ 240 

cat ccc get cgt acc tgg eta cat cgc ttt caa gca ttc ttt tac atg 768 
His Pro Ala Arg Thr Trp Leu His Arg Phe Gin Ala Phe Phe Tyr Met 

245 250 255 

ccc gtc ttg get gga tac tgg ttg tec get gtc ttc aat cca caa att 816 
Pro Val Leu Ala Gly Tyr Trp Leu Ser Ala Val Phe Asn Pro Gin He 

260 265 270 

ctt gac etc cag caa cgc ggc gca ctt tec gtc ggt ate cgt etc gac 864 
Leu Asp Leu Gin Gin Arg Gly Ala Leu Ser Val Gly He Arg Leu Asp 

275 280 285 

aac get ttc att cac teg cga cgc aag tat gcg gtt ttc tgg egg get 912 
Asn Ala Phe He His Ser Arg Arg Lys Tyr Ala Val Phe Trp Arg Ala 

2 90 295 300 

gtg tac att gcg gtg aac gtg att get ccg ttt tac aca aac tec ggc 960 
Val Tyr He Ala Val Asn Val He Ala Pro Phe Tyr Thr Asn Ser Gly 
305 310 315 320 

etc gaa tgg tec tgg cgt gtc ttt gga aac ate atg etc atg ggt gtg 1008 
Leu Glu Trp Ser Trp Arg Val Phe Gly Asn He Met Leu Met Gly Val 

325 330 335 

gcg gaa teg etc gcg ctg gcg gtc ctg ttt teg ttg teg cac aat ttc 1056 
Ala Glu Ser Leu Ala Leu Ala Val Leu Phe Ser Leu Ser His Asn Phe 

340 345 350 

gaa tec gcg gat cgc gat ccg acc gec cca ctg aaa aag acg gga gaa 1104 
Glu Ser Ala Asp Arg Asp Pro Thr Ala Pro Leu Lys Lys Thr Gly Glu 

355 360 365 

cca gtc gac tgg ttc aag aca cag gtc gaa act tec tgc act tac ggt 1152 
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Pro Val Asp Trp Phe Lys Thr Gin Val Glu Thr Ser Cys Thr Tyr Gly 

370 375 380 

gga ttc ctt tec ggt tgc ttc acg gga ggt etc aac ttt cag gtt gaa 1200 
Gly Phe Leu Ser Gly Cys Phe Thr Gly Gly Leu Asn Phe Gin Val Glu 
3 *5 390 395 400 

cac cac ttg ttc cca cgc atg age age get tgg tat ccc tac att gcc 1248 
His His Leu Phe Pro Arg Met Ser Ser Ala Trp Tyr Pro Tyr lie Ala 

405 410 415 

ccc aag gtc cgc gaa att tgc gcc aaa cac ggc gtc cac tac gcc tac 1296 
Pro Lys Val Arg Glu He Cys Ala Lys His Gly Val His Tyr Ala Tyr 

420 425 430 

tac ccg tgg ate cac caa aac ttt etc tec acc gtc cgc tac atg cac 1344 
Tyr Pro Trp He His Gin Asn Phe Leu Ser Thr Val Arg Tyr Met His 

435 440 445 

gcg gcc ggg acc ggt gcc aac tgg cgc cag atg gcc aga gaa aat ccc 1392 
Ala Ala Gly Thr Gly Ala Asn Trp Arg Gin Met Ala Arg Glu Asn Pro 

450 455 460 

ttg acc gga egg gcg taa 1410 
Leu Thr Gly Arg Ala 
465 

<210> 51 

<211> 469 

<212> PRT 

<213> Phaeodactylum tricornutum 

<400> 51 



Met 


Ala Pro 


Asp 


Ala 


Asp 




Leu 


Arg Gin Arg Gin Thr Thr Ala Val 


1 






5 








10 is 




Ala 


Lys His 


Asn 


Ala 


Ala 


Thr 


He 


Ser Thr Gin Glu Arg Leu Cys 


Ser 






20 










25 30 




Leu 


Ser Ser 


Leu 


Lys 


Gly 


Glu 


Glu 


Val Cys He Asp Gly He He Tyr 




35 










40 


45 




Asp 


Leu Gin 


Ser 


Phe 


Asp 


His 


Pro 


Gly Gly Glu Thr He Lys Met 


Phe 




50 








55 




60 




Gly 


Gly Asn 


Asp 


Val 


Thr 


Val 


Gin 


Tyr Lys Met He His Pro Tyr 


His 


65 








70 






75 


80 


Thr 


Glu Lys 


His 


Leu 


Glu 


Lys 


Met 


Lys Arg Val Gly Lys Val Thr Asp 








85 








90 95 




Phe 


Val Cys 


Glu 


Tyr 


Lys 


Phe 


Asp 


Thr Glu Phe Glu Arg Glu He 


Lys 






100 










105 no 




Arg 


Glu Val 


Phe 


Lys 


He 


Val 


Arg 


Arg Gly Lys Asp Phe Gly Thr 


Leu 




115 










120 


125 




Gly 


Trp Phe 


Phe 


Arg 


Ala 


Phe 


Cys 


Tyr He Ala He Phe Phe Tyr 


Leu 




130 








135 




140 




Gin 


Tyr His 


Trp 


Val 


Thr 


Thr 


Gly 


Thr Ser Trp Leu Leu Ala Val 


Ala 


145 








150 






155 


160 


Tyr 


Gly He 


Ser 


Gin 


Ala 


Met 


He 


Gly Met Asn Val Gin His Asp 


Ala 








165 








170 175 




Asn 


His Gly 


Ala 


Thr 


Ser 


Lys 


Arg 


Pro Trp Val Asn Asp Met Leu 


Gly 






180 










185 190 




Leu 


Gly Ala 


Asp 


Phe 


He 


Gly 


Gly 


Ser Lys Trp Leu Trp Gin Glu 


Gin 
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195 200 205 

His Trp Thr His His Ala Tyr Thr Asn His Ala Glu Met Asp Pro Asp 

210 215 220 

Ser Phe Gly Ala Glu Pro Met Leu Leu Phe Asn Asp Tyr Pro Leu Asp 
225 230 235 ~ 240 

His Pro Ala Arg Thr Trp Leu His Arg Phe Gin Ala Phe Phe Tyr Met 

245 250 255 

Pro Val Leu Ala Gly Tyr Trp Leu Ser Ala Val Phe Asn Pro Gin He 

260 265 270 

Leu Asp Leu Gin Gin Arg Gly Ala Leu Ser Val Gly He Arg Leu Asp 

275 280 285 

Asn Ala Phe He His Ser Arg Arg Lys Tyr Ala Val Phe Trp Arg Ala 

290 295 300 

Val Tyr He Ala Val Asn Val He Ala Pro Phe Tyr Thr Asn Ser Gly 
305 310 315 320 

Leu Glu Trp Ser Trp Arg Val Phe Gly Asn He Met Leu Met Gly Val 

325 330 335 

Ala Glu Ser Leu Ala Leu Ala Val Leu Phe Ser Leu Ser His Asn Phe 

340 345 350 

Glu Ser Ala Asp Arg Asp Pro Thr Ala Pro Leu Lys Lys Thr Gly Glu 

355 360 365 

Pro Val Asp Trp Phe Lys Thr Gin Val Glu Thr Ser Cys Thr Tyr Gly 

370 375 380 

Gly Phe Leu Ser Gly Cys Phe Thr Gly Gly Leu Asn Phe Gin Val Glu 
385 390 395 " 400 

His His Leu Phe Pro Arg Met Ser Ser Ala Trp Tyr Pro Tyr He Ala 

405 410 415 

Pro Lys Val Arg Glu He Cys Ala Lys His Gly Val His Tyr Ala Tyr 

420 425 430 

Tyr Pro Trp He His Gin Asn Phe Leu Ser Thr Val Arg Tyr Met His 

435 440 445 

Ala Ala Gly Thr Gly Ala Asn Trp Arg Gin Met Ala Arg Glu Asn Pro 

450 455 460 

Leu Thr Gly Arg Ala 
465 



<210> 52 



<211> 3598 
<212> DNA 

<213> artificial sequence 



<220> 

< 2 2 1 > mis c_ feature 

<223> Sequenz stellt eine pflanzliche Promotor-Terminator-Expressionska 
ssette in Vektor pUC19 dar 

<400> 52 



tcgcgcgttt cggtgatgac ggtgaaaacc tctgacacat gcagctcccg gagacggtca 60 

cagcttgtct gtaagcggat gccgggagca gacaagcccg tcagggcgcg tcagcgggtg 120 

ttggcgggtg tcggggetgg cttaactatg cggcatcaga gcagattgta ctgagagtgc 180 

accatatgcg gtgtgaaata ccgcacagat gcgtaaggag aaaataccgc atcaggcgcc 240 

attcgccatt caggctgcgc aactgttggg aagggcgatc ggtgcgggcc tcttcgctat 300 
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tacgccagct 
tttcccagtc 
gcaaatttac 
gtgtgttatg 
tttatgctaa 
tttttgtctt 
tactatagga 
gcaatgctgc 
taccacacaa 



64 



agacaacaat 
ttaaaaatat 
ggaggatgca 
atataatgag 
taatttcttc 
gctttaatga 
gcacgttgta 
tctaatgaat 
tactgattgt 
tagctgtttc 
agcataaagt 
cgctcactgc 
caacgcgcgg 
tcgctgcgct 
cggttatcca 
aaggccagga 
gacgagcatc 
agataccagg 
cttaccggat 
cgctgtaggt 
ccccccgttc 
gtaagacacg 
tatgtaggcg 
acagtatttg 
tcttgatccg 
attacgcgca 
gctcagtgga 
ttcacctaga 
taaacttggt 
ctatttcgtt 
ggcttaccat 
gatttatcag 
ttatccgcct 
gttaatagtt 
tttggtatgg 
atgttgtgca 
gccgcagtgt 
tccgtaagat 
atgcggcgac 
agaactttaa 
ttaccgctgt 
tcttttactt 
aagggaataa 
tgaagcattt 
aataaacaaa 



ggcgaaaggg 
acgacgttgt 
acattgccac 
tatttgattt 
cgtttgccaa 
ctaaatacat 
gaattaaagt 
atggatggca 
gatttgaggt 
gttaccacac 
tttggaaatg 
ataatgaaga 
gattttgcaa 
atagccagcc 
gatatgcgag 
aaaaacctga 
atatcacccg 
ccgtcgacga 
ctgtgtgaaa 
gtaaagcctg 
ccgctttcca 
ggagaggcgg 
cggtcgttcg 
cagaatcagg 
accgtaaaaa 
acaaaaatcg 
cgtttccccc 
acctgtccgc 
atctcagttc 
agcccgaccg 
acttatcgcc 
gtgctacaga 
gtatctgcgc 
gcaaacaaac 
gaaaaaaagg 
acgaaaactc 
tccttttaaa 
ctgacagtta 
catccatagt 
ctggccccag 
caataaacca 
ccatccagtc 
tgcgcaacgt 
cttcattcag 
aaaaagcggt 
tatcactcat 
gcttttctgt 
cgagttgctc 
aagtgctcat 
tgagatccag 
tcaccagcgt 
gggcgacacg 
atcagggtta 
taggggttcc 



ggatgtgctg 
aaaacgacgg 
taaacgtcta 
gcgataaatt 
cacttagcaa 
atactaatca 
gagtgaatat 
tatacaccaa 
gcatgaacgt 
acaagttttg 
atttgcatgg 
aaactacaaa 
tactttcatt 



caccgcggtg 
acgcctatga 
gcatgtgtag 
ttactatcgt 
attcgagctc 
ttgttatccg 
gggtgcctaa 
gtcgggaaac 
tttgcgtatt 
gctgcggcga 
ggataacgca 
ggccgcgttg 
acgctcaagt 
tggaagctcc 
ctttctccct 
ggtgtaggtc 
ctgcgcctta 
actggcagca 
gttcttgaag 
tctgctgaag 
caccgctggt 
atctcaagaa 
acgttaaggg 
ttaaaaatga 
ccaatgctta 
tgcctgactc 
tgctgcaatg 
gccagccgga 
tattaattgt 
tgttgccatt 
ctccggttcc 
tagctccttc 
ggttatggca 
gactggtgag 
ttgcccggcg 
cattggaaaa 
ttcgatgtaa 
ttctgggtga 
gaaatgttga 
ttgtctcatg 
gcgcacattt 



caaggcgatt aagttgggta acgccagggt 3 60 

ccagtgaatt cggcgcgccg agctcctcga 420 

aacccttgta atttgttttt gttttactat 480 

tttatatttg gtactaaatt tataacacct 540 

tttgcaagtt gattaattga ttctaaatta 600 

actggaaatg taaatatttg ctaatatttc 660 

ggtaccacaa ggtttggaga tttaattgtt 720 

acattcaata attcttgagg ataataatgg 780 

cacgtggaca aaaggtttag taatttttca 840 

aggtgcatgc atggatgccc tgtggaaagt 900 

aagccatgtg taaaaccatg acatccactt 960 

tttacatgca actagttatg catgtagtct 1020 

catacacact cactaagttt tacacgatta 1080 

ggcggccgcc tgcagtctag aaggcctcct 1140 

tcgcatgata tttgctttca attctgttgt 1200 

ctcagatcct taccgccggt ttcggttcat 1260 

atttttatga ataatattct ccgttcaatt 1320 

ggcgcgccaa gcttggcgta atcatggtca 1380 

ctcacaattc cacacaacat acgagccgga 1440 

tgagtgagct aactcacatt aattgcgttg 1500 

ctgtcgtgcc agctgcatta atgaatcggc 1560 

gggcgctctt ccgcttcctc gctcactgac 1620 

gcggtatcag ctcactcaaa ggcggtaata 1680 

ggaaagaaca tgtgagcaaa aggccagcaa 1740 

ctggcgtttt tccataggct ccgcccccct 1800 

cagaggtggc gaaacccgac aggactataa 1860 

ctcgtgcgct ctcctgttcc gaccctgccg 1920 

tcgggaagcg tggcgctttc tcatagctca 1980 

gttcgctcca agctgggctg tgtgcacgaa 2040 

tccggtaact atcgtcttga gtccaacccg 2100 

gccactggta acaggattag cagagcgagg 2160 

tggtggccta actacggcta cactagaagg 2220 

ccagttacct tcggaaaaag agttggtagc 2280 

agcggtggtt tttttgtttg caagcagcag 2340 

gatcctttga tcttttctac ggggtctgac 2400 

attttggtca tgagattatc aaaaaggatc 2460 

agttttaaat caatctaaag t a tat at gag 2520 

atcagtgagg cacctatctc agcgatctgt 2580 

cccgtcgtgt agataactac gatacgggag 2640 

ataccgcgag acccacgctc accggctcca 2700 

agggccgagc gcagaagtgg tcctgcaact 2760 

tgccgggaag ctagagtaag tagttcgcca 2820 

gctacaggca tcgtggtgtc acgctcgtcg 2880 

caacgatcaa ggcgagttac atgatccccc 2940 

ggtcctccga tcgttgtcag aagtaagttg 3000 

gcactgcata attctcttac tgtcatgcca 3060 

tactcaacca agtcattctg agaatagtgt 3120 

tcaatacggg ataataccgc gccacatagc 3180 

cgttcttcgg ggcgaaaact ctcaaggatc 3240 

cccactcgtg cacccaactg atcttcagca 3300 

gcaaaaacag gaaggcaaaa tgccgcaaaa 3360 

atactcatac tcttcctttt tcaatattat 3420 

agcggataca tatttgaatg tatttagaaa 3480 

ccccgaaaag tgccacctga cgtctaagaa 3540 
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accattatta tcatgacatt aacctataaa aataggcgta tcacgaggcc ctttcgtc 3 59 8 
<210> 53 

<211> 3590 
<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<221> misc_feature 

<223> Seguenz stellt eine pflanzliche Promotor-Terminator-Expressionska 
ssette in Vektor pUC19 dar 

<400> 53 

tcgcgcgttt cggtgatgac ggtgaaaacc tctgacacat gcagctcccg gagacggtca 60 

cagcttgtct gtaagcggat gccgggagca gacaagcccg tcagggcgcg tcagcgggtg 120 

ttggcgggtg tcggggctgg cttaactatg cggcatcaga gcagattgta ctgagagtgc 180 

accatatgcg gtgtgaaata ccgcacagat gcgtaaggag aaaataccgc atcaggcgcc 240 

attcgccatt caggctgcgc aactgttggg aagggcgatc ggtgcgggcc tcttcgctat 300 

tacgccagct ggcgaaaggg ggatgtgctg caaggcgatt aagttgggta acgccagggt 360 

tttcccagtc acgacgttgt aaaacgacgg ccagtgaatt cggcgcgccg agctcctcga 420 

gcaaatttac acattgccac taaacgtcta aacccttgta atttgttttt gttttactat 480 

gtgtgttatg tatttgattt gcgataaatt tttatatttg gtactaaatt tataacacct 540 

tttatgctaa cgtttgccaa cacttagcaa tttgcaagtt gattaattga ttctaaatta 600 

tttttgtctt ctaaatacat atactaatca actggaaatg taaatatttg ctaatatttc 660 

tactatagga gaattaaagt gagtgaatat ggtaccacaa ggtttggaga tttaattgtt 720 

gcaatgctgc atggatggca tatacaccaa acattcaata attcttgagg ataataatgg 780 

taccacacaa gatttgaggt gcatgaacgt cacgtggaca aaaggtttag taatttttca 840 

agacaacaat gttaccacac acaagttttg aggtgcatgc atggatgccc tgtggaaagt 900 

ttaaaaatat tttggaaatg atttgcatgg aagccatgtg taaaaccatg acatccactt 960 

ggaggatgca ataatgaaga aaactacaaa tttacatgca actagttatg catgtagtct 1020 

atataatgag gattttgcaa tactttcatt catacacact cactaagttt tacacgatta 1080 

taatttcttc atagccagcg gatccgatat cgggcccgct agcgttaacc ctgctttaat 1140 

gagatatgcg agacgcctat gatcgcatga tatttgcttt caattctgtt gtgcacgttg 1200 

taaaaaacct gagcatgtgt agctcagatc cttaccgccg gtttcggttc attctaatga 1260 

atatatcacc cgttactatc gtatttttat gaataatatt ctccgttcaa tttactgatt 1320 

gtccgtcgac gaattcgagc tcggcgcgcc aagcttggcg taatcatggt catagctgtt 1380 

tcctgtgtga aattgttatc cgctcacaat tccacacaac atacgagccg gaagcataaa 1440 

gtgtaaagcc tggggtgcct aatgagtgag ctaactcaca ttaattgcgt tgcgctcact 1500 

gcccgctttc cagtcgggaa acctgtcgtg ccagctgcat taatgaatcg gccaacgcgc 1560 

ggggagaggc ggtttgcgta ttgggcgctc ttccgcttcc tcgctcactg actcgctgcg 1620 

ctcggtcgtt cggctgcggc gagcggtatc agctcactca aaggcggtaa tacggttatc 1680 

cacagaatca ggggataacg caggaaagaa catgtgagca aaaggccagc aaaaggccag 1740 

gaaccgtaaa aaggccgcgt tgctggcgtt tttccatagg ctccgccccc ctgacgagca 1800 

tcacaaaaat cgacgctcaa gtcagaggtg gcgaaacccg acaggactat aaagatacca 1860 

ggcgtttccc cctggaagct ccctcgtgcg ctctcctgtt ccgaccctgc cgcttaccgg 1920 

atacctgtcc gcctttctcc cttcgggaag cgtggcgctt tctcatagct cacgctgtag 1980 

gtatctcagt tcggtgtagg tcgttcgctc .caagctgggc tgtgtgcacg aaccccccgt 2040 

tcagcccgac cgctgcgcct tatccggtaa ctatcgtctt gagtccaacc cggtaagaca 2100 

cgacttatcg ccactggcag cagccactgg taacaggatt agcagagcga ggtatgtagg 2160 

cggtgctaca gagttcttga agtggtggcc taactacggc tacactagaa ggacagtatt 2220 

tggtatctgc gctctgctga agccagttac cttcggaaaa agagttggta gctcttgatc 2280 

cggcaaacaa accaccgctg gtagcggtgg tttttttgtt tgcaagcagc agattacgcg 2340 
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cagaaaaaaa ggatctcaag aagatccttt gatcttttct acggggtctg acgctcagtg 2400 

gaacgaaaac tcacgttaag ggattttggt catgagatta tcaaaaagga tcttcaccta 2460 

gatcctttta aattaaaaat gaagttttaa atcaatctaa agtatatatg agtaaacttg 2520 

gtctgacagt taccaatgct taatcagtga ggcacctatc tcagcgatct gtctatttcg 2580 

ttcatccata gttgcctgac tccccgtcgt gtagataact acgatacggg agggcttacc 2640 

atctggcccc agtgctgcaa tgataccgcg agacccacgc tcaccggctc cagatttatc 2700 

agcaataaac cagccagccg gaagggccga gcgcagaagt ggtcctgcaa ctttatccgc 2760 

ctccatccag tctattaatt gttgccggga agctagagta agtagttcgc cagttaatag 2820 

tttgcgcaac gttgttgcca ttgctacagg catcgtggtg tcacgctcgt cgtttggtat 2880 

ggcttcattc agctccggtt cccaacgatc aaggcgagtt acatgatccc ccatgttgtg 2940 

caaaaaagcg gttagctcct tcggtcctcc gatcgttgtc agaagtaagt tggccgcagt 3000 

gttatcactc atggttatgg cagcactgca taattctctt actgtcatgc catccgtaag 3 060 

atgcttttct gtgactggtg agtactcaac caagtcattc tgagaatagt gtatgcggcg 3120 

accgagttgc tcttgcccgg cgtcaatacg ggataatacc gcgccacata gcagaacttt 3180 

aaaagtgctc atcattggaa aacgttcttc ggggcgaaaa ctctcaagga tcttaccgct 32*0 

gttgagatcc agttcgatgt aacccactcg tgcacccaac tgatcttcag catcttttac 3300 

tttcaccagc gtttctgggt gagcaaaaac aggaaggcaa aatgccgcaa aaaagggaat 3360 

aagggcgaca cggaaatgtt gaatactcat actcttcctt tttcaatatt attgaagcat 3420 

ttatcagggt tattgtctca tgagcggata catatttgaa tgtatttaga aaaataaaca 3480 

aataggggtt ccgcgcacat ttccccgaaa agtgccacct gacgtctaag aaaccattat 3540 

tatcatgaca ttaacctata aaaataggcg tatcacgagg ccctttcgtc 3590 

<210> 54 



<211> 3584 
<212> DNA 

<213> artificial sequence 



<220> 

<221> misc_f eature 

<223> Sequenz stellt eine pflanzliche Promo tor- Terminator-ExpressionsJca 
ssette in Vektor pUC19 dar 



<400> 54 



tcgcgcgttt cggtgatgac ggtgaaaacc 
cagcttgtct gtaagcggat gccgggagca 
ttggcgggtg tcggggctgg cttaactatg 
accatatgcg gtgtgaaata ccgcacagat 
attcgccatt caggctgcgc aactgttggg 
tacgccagct ggcgaaaggg ggatgtgctg 
tttcccagtc acgacgttgt aaaacgacgg 
gcaaatttac acattgccac taaacgtcta 
gtgtgttatg tatttgattt gcgataaatt 
tttatgctaa cgtttgccaa cacttagcaa 
tttttgtctt ctaaatacat atactaatca 
tactatagga gaattaaagt gagtgaatat 
gcaatgctgc atggatggca tatacaccaa 
taccacacaa gatttgaggt gcatgaacgt 
agacaacaat gttaccacac acaagttttg 
ttaaaaatat tttggaaatg atttgcatgg 
ggaggatgca ataatgaaga aaactacaaa 
atataatgag gattttgcaa tactttcatt 
taatttcttc atagccagca gatctgccgg 



tctgacacat 


gcagctcccg 


gagacggtca 


60 


gacaagcccg 


tcagggcgcg 


tcagcgggtg 


120 


cggcatcaga 


gcagattgta 


ctgagagtgc 


180 


gcgtaaggag 


aaaataccgc 


atcaggcgcc 


240 


aagggcgatc 


ggtgcgggcc 


tcttcgctat 


300 


caaggcgatt 


aagttgggta 


acgccagggt 


360 


ccagtgaatt 


cggcgcgccg 


agctcctcga 


420 


aacccttgta 


atttgttttt 


gttttactat 


480 


tttatatttg 


gtactaaatt 


tataacacct 


540 


tttgcaagtt 


gattaattga 


ttctaaatta 


600 


actggaaatg 


taaatatttg 


ctaatatttc 


660 


ggtaccacaa 


ggtttggaga 


tttaattgtt 


720 


acattcaata 


attcttgagg 


ataataatgg 


780 


cacgtggaca 


aaaggtttag 


taatttttca 


840 


aggtgcatgc 


atggatgccc 


tgtggaaagt 


900 


aagccatgtg 


taaaaccatg 


acatccactt 


960 


tttacatgca 


actagttatg 


catgtagtct 


1020 


catacacact 


cactaagttt 


tacacgatta 


1080 


catcgatccc 


gggccatggc 


ctgctttaat 


1140 
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gagatatgcg agacgcctat gatcgcatga tatttgcttt caattctgtt gtgcacgttg 1200 

taaaaaacct gagcatgtgt agctcagatc cttaccgccg gtttcggttc attctaatga 1260 

atatatcacc cgttactatc gtatttttat gaataatatt ctccgttcaa tttactgatt 1320 

gtccgtcgac gagctcggcg cgccaagctt ggcgtaatca tggtcatagc tgtttcctgt 1380 

gtgaaattgt tatccgctca caattccaca caacatacga gccggaagca taaagtgtaa 1440 

agcctggggt gcctaatgag tgagctaact cacattaatt gcgttgcgct cactgcccgc 1500 

tttccagtcg ggaaacctgt cgtgccagct gcattaatga atcggccaac gcgcggggag 1560 

aggcggtttg cgtattgggc gctcttccgc ttcctcgctc actgactcgc tgcgctcggt 1620 

cgttcggctg cggcgagcgg tatcagctca ctcaaaggcg gtaatacggt tatccacaga 1680 

atcaggggat aacgcaggaa agaacatgtg agcaaaaggc cagcaaaagg ccaggaaccg 1740 

taaaaaggcc gcgttgctgg cgtttttcca taggctccgc ccccctgacg agcatcacaa 1800 

aaatcgacgc tcaagtcaga ggtggcgaaa cccgacagga ctataaagat accaggcgtt 1860 

tccccctgga agctccctcg tgcgctctcc tgttccgacc ctgccgctta ccggatacct 1920 

gtccgccttt ctcccttcgg gaagcgtggc gctttctcat agctcacgct gtaggtatct 1980 

cagttcggtg taggtcgttc gctccaagct gggctgtgtg cacgaacccc ccgttcagcc 2040 

cgaccgctgc gccttatccg gtaactatcg tcttgagtcc aacccggtaa gacacgactt 2100 

atcgccactg gcagcagcca ctggtaacag gattagcaga gcgaggtatg taggcggtgc 2160 

tacagagttc ttgaagtggt ggcctaacta cggctacact agaaggacag tatttggtat 2220 

ctgcgctctg ctgaagccag ttaccttcgg aaaaagagtt ggtagctctt gatccggcaa 2280 

acaaaccacc gctggtagcg gtggtttttt tgtttgcaag cagcagatta cgcgcagaaa 2340 

aaaaggatct caagaagatc ctttgatctt ttctacgggg tctgacgctc agtggaacga 2400 

aaactcacgt taagggattt tggtcatgag attatcaaaa aggatcttca cctagatcct 2460 

tttaaattaa aaatgaagtt ttaaatcaat ctaaagtata tatgagtaaa cttggtctga 2520 

cagttaccaa tgcttaatca gtgaggcacc tatctcagcg atctgtctat ttcgttcatc 2580 

catagttgcc tgactccccg tcgtgtagat aactacgata cgggagggct taccatctgg 2640 

ccccagtgct gcaatgatac cgcgagaccc acgctcaccg gctccagatt tatcagcaat 2700 

aaaccagcca gccggaaggg ccgagcgcag aagtggtcct gcaactttat ccgcctccat 2760 

ccagtctatt aattgttgcc gggaagctag agtaagtagt tcgccagtta atagtttgcg 2820 

caacgttgtt gccattgcta caggcatcgt ggtgtcacgc tcgtcgtttg gtatggcttc 2880 

attcagctcc ggttcccaac gatcaaggcg agttacatga tcccccatgt tgtgcaaaaa 2940 

agcggttagc tccttcggtc ctccgatcgt tgtcagaagt aagttggccg cagtgttatc 3 000 

actcatggtt atggcagcac tgcataattc tcttactgtc atgccatccg taagatgctt 3 060 

ttctgtgact ggtgagtact caaccaagtc attctgagaa tagtgtatgc ggcgaccgag 3120 

ttgctcttgc ccggcgtcaa tacgggataa taccgcgcca catagcagaa ctttaaaagt 3180 

gctcatcatt ggaaaacgtt cttcggggcg aaaactctca aggatcttac cgctgttgag 3240 

atccagttcg atgtaaccca ctcgtgcacc caactgatct tcagcatctt ttactttcac 3300 

cagcgtttct gggtgagcaa aaacaggaag gcaaaatgcc gcaaaaaagg gaataagggc 3360 

gacacggaaa tgttgaatac tcatactctt cctttttcaa tattattgaa gcatttatca 3420 

gggttattgt ctcatgagcg gatacatatt tgaatgtatt tagaaaaata aacaaatagg 3480 

ggttccgcgc acatttcccc gaaaagtgcc acctgacgtc taagaaacca ttattatcat 3540 

gacattaacc tataaaaata ggcgtatcac gaggcccttt cgtc 3584 
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tcgcgcgttt cggtgatgac ggtgaaaacc tctgacacat gcagctcccg gagacggtca 60 

cagcttgtct gtaagcggat gccgggagca gacaagcccg tcagggcgcg tcagcgggtg 120 

ttggcgggtg tcggggctgg cttaactatg cggcatcaga gcagattgta ctgagagtgc 180 

accatatgcg gtgtgaaata ccgcacagat gcgtaaggag aaaataccgc atcaggcgcc 240 

attcgccatt caggctgcgc aactgttggg aagggcgatc ggtgcgggcc tcttcgctat 300 

tacgccagct ggcgaaaggg ggatgtgctg caaggcgatt aagttgggta acgccagggt 360 

tttcccagtc acgacgttgt aaaacgacgg ccagtgaatt cggcgcgccg agctcctcga 420 

gcaaatttac acattgccac taaacgtcta aacccttgta atttgttttt gttttactat 480 

gtgtgttatg tatttgattt gcgataaatt tttatatttg gtactaaatt tataacacct 540 

tttatgctaa cgtttgccaa cacttagcaa tttgcaagtt gattaattga ttctaaatta 600 

tttttgtctt ctaaatacat atactaatca actggaaatg taaatatttg ctaatatttc 660 

tactatagga gaattaaagt gagtgaatat ggtaccacaa ggtttggaga tttaattgtt 720 

gcaatgctgc atggatggca tatacaccaa acattcaata attcttgagg ataataatgg 780 

taccacacaa gatttgaggt gcatgaacgt cacgtggaca aaaggtttag taatttttca 840 

agacaacaat gttaccacac acaagttttg aggtgcatgc atggatgccc tgtggaaagt 900 

ttaaaaatat tttggaaatg atttgcatgg aagccatgtg taaaaccatg acatccactt 960 

ggaggatgca ataatgaaga aaactacaaa tttacatgca actagttatg catgtagtct 1020 

atataatgag gattttgcaa tactttcatt catacacact cactaagttt tacacgatta 1080 

taatttcttc atagccagcc caccgcggtg ggcggccgcc tgcagtctag aaggcctcct 1140 

gctttaatga gatatgcgag acgcctatga tcgcatgata tttgctttca attctgttgt 1200 

gcacgttgta aaaaacctga gcatgtgtag ctcagatcct taccgccggt ttcggttcat 1260 

tctaatgaat atatcacccg ttactatcgt atttttatga ataatattct ccgttcaatt 1320 

tactgattgt ccgtcgagca aatttacaca ttgccactaa acgtctaaac ccttgtaatt 1380 

tgtttttgtt ttactatgtg tgttatgtat ttgatttgcg ataaattttt atatttggta 1440 

ctaaatttat aacacctttt atgctaacgt ttgccaacac ttagcaattt gcaagttgat 1500 

taattgattc taaattattt ttgtcttcta aatacatata ctaatcaact ggaaatgtaa 1560 

atatttgcta atatttctac tataggagaa ttaaagtgag tgaatatggt accacaaggt 1620 

ttggagattt aattgttgca atgctgcatg gatggcatat acaccaaaca ttcaataatt 1680 

cttgaggata ataatggtac cacacaagat ttgaggtgca tgaacgtcac gtggacaaaa 1740 

ggtttagtaa tttttcaaga caacaatgtt accacacaca agttttgagg tgcatgcatg 1800 

gatgccctgt ggaaagttta aaaatatttt ggaaatgatt tgcatggaag ccatgtgtaa 1860 

aaccatgaca tccacttgga ggatgcaata atgaagaaaa ctacaaattt acatgcaact 1920 

agttatgcat gtagtctata taatgaggat tttgcaatac tttcattcat acacactcac 1980 

taagttttac acgattataa tttcttcata gccagcggat ccgatatcgg gcccgctagc 2040 

gttaaccctg ctttaatgag atatgcgaga cgcctatgat cgcatgatat ttgctttcaa 2100 

ttctgttgtg cacgttgtaa aaaacctgag catgtgtagc tcagatcctt accgccggtt 2160 

tcggttcatt ctaatgaata tatcacccgt tactatcgta tttttatgaa taatattctc 2220 

cgttcaattt actgattgtc cgtcgacgaa ttcgagctcg gcgcgccaag cttggcgtaa 2280 

tcatggtcat agctgtttcc tgtgtgaaat tgttatccgc tcacaattcc acacaacata 2340 

cgagccggaa gcataaagtg taaagcctgg ggtgcctaat gagtgagcta actcacatta 2400 

attgcgttgc gctcactgcc cgctttccag tcgggaaacc tgtcgtgcca gctgcattaa 2460 

tgaatcggcc aacgcgcggg gagaggcggt ttgcgtattg ggcgctcttc cgcttcctcg 2520 

ctcactgact cgctgcgctc ggtcgttcgg ctgcggcgag cggtatcagc tcactcaaag 2580 

gcggtaatac ggttatccac agaatcaggg gataacgcag gaaagaacat gtgagcaaaa 2640 

ggccagcaaa aggccaggaa ccgtaaaaag gccgcgttgc tggcgttttt ccataggctc 2700 

cgcccccctg acgagcatca caaaaatcga cgctcaagtc agaggtggcg aaacccgaca 2760 

ggactataaa gataccaggc gtttccccct ggaagctccc tcgtgcgctc tcctgttccg 2820 

accctgccgc ttaccggata cctgtccgcc tttctccctt cgggaagcgt ggcgctttct 2880 

catagctcac gctgtaggta tctcagttcg gtgtaggtcg ttcgctccaa gctgggctgt 2940 

gtgcacgaac cccccgttca gcccgaccgc tgcgccttat ccggtaacta tcgtcttgag 3000 

tccaacccgg taagacacga cttatcgcca ctggcagcag ccactggtaa caggattagc 3060 

agagcgaggt atgtaggcgg tgctacagag ttcttgaagt ggtggcctaa ctacggctac 3120 

actagaagga cagtatttgg tatctgcgct ctgctgaagc cagttacctt cggaaaaaga 3180 
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gttggtagct cttgatccgg caaacaaacc accgctggta gcggtggttt ttttgtttgc 3240 

aagcagcaga ttacgcgcag aaaaaaagga tctcaagaag atcctttgat cttttctacg 3300 

gggtctgacg ctcagtggaa cgaaaactca cgttaaggga ttttggtcat gagattatca 3360 

aaaaggatct tcacctagat cottttaaat taaaaatgaa gttttaaatc aatctaaagt 3420 

atatatgagt aaacttggtc tgacagttac caatgcttaa tcagtgaggc acctatctca 3480 

gcgatctgtc tatttcgttc atccatagtt gcctgactcc ocgtcgtgta gataactacg 3540 

atacgggagg gcttaccatc tggccccagt gctgcaatga taccgcgaga cccacgctca 3600 

ccggctccag atttatcagc aataaaccag ccagccggaa gggccgagcg cagaagtggt 3660 

cctgcaactt tatccgcctc catccagtct attaattgtt gccgggaagc tagagtaagt 3720 

agttcgccag ttaatagttt gcgcaacgtt gttgccattg ctacaggcat cgtggtgtca 3780 

cgctcgtcgt ttggtatggc ttcattcagc tccggttccc aacgatcaag gcgagttaca 3840 

tgatccccca tgttgtgcaa aaaagcggtt agctccttcg gtcctccgat cgttgtcaga 3900 

agtaagttgg ccgcagtgtt atcactcatg gttatggcag cactgcataa ttctcttact 3960 

gtcatgccat ccgtaagatg cttttctgtg actggtgagt actcaaccaa gtcattctga 4020 

gaatagtgta tgcggcgacc gagttgctct tgcccggcgt caatacggga taataocgcg 4080 

ccacatagca gaactttaaa agtgctcatc attggaaaac gttcttcggg gcgaaaactc 4140 

tcaaggatct taccgctgtt gagatccagt tcgatgtaac ccactcgtgc acocaactga 4200 

tcttcagcat cttttacttt caccagcgtt tctgggtgag caaaaacagg aaggcaaaat 4260 

gccgcaaaaa agggaataag ggcgacacgg aaatgttgaa tactcatact cttccttttt 4320 

caatattatt gaagcattta tcagggttat tgtctoatga gcggatacat atttgaatgt 4380 

atttagaaaa ataaacaaat aggggttccg cgcacatttc cccgaaaagt gccacctgac 4440 

gtctaagaaa ccattattat catgacatta acctataaaa ataggcgtat cacgaggccc 4500 



4507 



<210> 56 



<211> 17752 

<212> DNA 

<213> Phaeodactylum tricornutum, Physcomitrella patens 
<220> 

<221> CDS 
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<223> Delta-6-Elongase 
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<223> Delta-6-Desaturase 

<220> 

<221> CDS 

<222> (15791) . . (17200) 

<223> Delta-5-Desaturase 



<400> 56 



gatctggcgc cggccagcga gacgagcaag attggccgcc gcccgaaacg atccgacago 60 

gogccoagca caggtgcgca ggcaaattgc accaacgcat acagcgcoag cagaatgcca 120 

tagtgggcgg tgacgtcgtt cgagtgaacc agatcgcgca ggaggcccgg cagcaccggc 180 

ataatcaggc cgatgccgac agcgtcgagc gcgacagtgc tcagaattac gatcaggggt 240 

atgttgggtt tcacgtctgg cotccggacc agcctccgct ggtccgattg aacgcgcgga 300 

ttctttatca ctgataagtt ggtggacata ttatgtttat cagtgataaa gtgtcaagca 360 

tgacaaagtt gcagccgaat acagtgatcc gtgccgccct ggacctgttg aacgaggtcg 420 
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gcgtagacgg 
tttactggca 
cggagaatca 
ggaatgcccg 
ccggcacgcg 
gcgaggcggg 
ctgttggggc 
ccgttgaaca 
ccggtccgga 
ggaggctcgt 
tgccggagcg 
ccaccgcgtc 
ccaagcctca 
gctcactgac 
ggcggtaata 
aggccagcaa 
ccgcccccct 
aggactataa 
gaccctgccg 
ccgctgcata 
tcgcacgata 
ggcgtcagcc 
ctgtccctta 
ctaccgccgg 
agggcagccc 
aggcggcggc 
aaatcacggg 
tgggccgcct 
tcggtgatgc 
gcaaggtcat 
aacggccggg 
gacttcgcgg 
gacgctcacc 
cgcgccagaa 
cctcgcggaa 
cgactcaccc 
gagctggcca 
gatgtggaca 
tgacagatga 
gcacctattg 
ccgcccgttt 
aaaccttgtt 
tgccccccct 
tgcgcccctc 
ttgccgggat 
ttgacgtgcc 
gcggcctggg 
cggggccggc 
tgttcggggg 
gtatgaaaac 
ctaccaagac 
tactgataag 
ggcaaggcat 
tgcatggact 



70 



tctgacgaca cgcaaactgg 
cttcaggaac aagcgggcgc 
tacgcattcg gtgccgagag 
cagcttcagg caggcgctgc 
accgggcgca ccgcagatgg 
tttttcggcc ggggacgccg 
cgtgcttgag gagcaggccg 
ggctccgctc tcgccgctgt 
cgcagcgttc gagcagggac 
tgtcaggaac gttgaaggac 
caacccactc actacagcag 
agacgcccgt agcagcccgc 
cggccgcgct cggcctctct 
tcgctgcgct cggtcgttcg 
cggttatcca cagaatcagg 
aaggccagga accgtaaaaa 
gacgagcatc acaaaaatcg 
agataccagg cgtttccccc 
cttaccggat acctgtccgc 
accctgcttc ggggtcatta 
tacaggattt tgccaaaggg 
gggcaggata ggtgaagtag 
ttcgcacctg gcggtgctca 
cgtaacagat gagggcaagc 
acctatcaag gtgtactgcc 
ggccggcatg agcctgtcgg 
cgtcgtggac tatgagcacg 
gggcggcctg ctgaaactct 
cacgatcctc gccctgctgg 
gatgggcgtg gtccgcccga 
gggtgcgcgt gattgccaag 
agctggtgaa gtacatcacc 
gggctggttg ccctcgccgc 
acgccgtcga agccgtgtgc 
aacttggccc tcactgacag 
ggcgcggcgt tgacagatga 
gcctcgcaaa tcggcgaaaa 
agcctgggga taagtgccct 
ggggcgcgat ccttgacact 
acatttgagg ggctgtccac 
ttcggccacc gctaacctgt 
tttaaccagg gctgcgccct 
tctcgaaccc tcccggcccg 
ggccgcgaac ggcctcaccc 
cggggcagta acgggatggg 
gcaggtgctg gcatcgacat 
tggcggcctg cccttcactt 
aatttttacc ttgggcattc 
tgcgataaac ccagcgaacc 
gagaattgga cctttacaga 
gaagaggatg aagaggatga 
ataatatatc ttttatatag 
aggcagcgcg cttatcaata 
aatgcttgaa acccaggaca 



cggaacggtt gggggttcag cagccggcgc 480 

tgctcgacgc actggccgaa gccatgctgg 540 

ccgacgacga ctggcgctca tttctgatcg 600 

tcgcctaccg cgatggcgcg cgcatccatg 660 

aaacggccga cgcgcagctt cgcttcctct 720 

tcaatgcgct gatgacaatc agctacttca 780 

gcgacagcga tgccggcgag cgcggcggca 840 

tgcgggccgc gatagacgcc ttcgacgaag 900 

tcgcggtgat tgtcgatgga ttggcgaaaa 960 

cgagaaaggg tgacgattga tcaggaccgc 1020 

agccatgtag acaacatccc ctcccccttt 1080 

tacgggcttt ttcatgccct gccctagcgt 1140 

ggcggccttc tggcgctctt ccgcttcctc 1200 

gctgcggcga gcggtatcag ctcactcaaa 1260 

ggataacgca ggaaagaaca tgtgagcaaa 1320 

ggccgcgttg ctggcgtttt tccataggct 1380 

acgctcaagt cagaggtggc gaaacccgac 1440 

tggaagctcc ctcgtgcgct ctcctgttcc 1500 

ctttctccct tcgggaagcg tggcgctttt 1560 

tagcgatttt ttcggtatat ccatcctttt 1620 

ttcgtgtaga ctttccttgg tgtatccaac 1680 

gcccacccgc gagcgggtgt tccttcttca 1740 

acgggaatcc tgctctgcga ggctggccgg 1800 

ggatggctga tgaaaccaag ccaaccagga 1860 

ttccagacga acgaagagcg attgaggaaa 1920 

cctacctgct ggccgtcggc cagggctaca 1980 

tccgcgagct ggcccgcatc aatggcgacc 2040 

ggctcaccga cgacccgcgc acggcgcggt 2100 

cgaagatcga agagaagcag gacgagcttg 2160 

gggcagagcc atgacttttt tagccgctaa 2220 

cacgtcccca tgcgctccat caagaagagc 2280 

gacgagcaag gcaagaccga gcgcctttgc 2340 

tgggctggcg gccgtctatg gccctgcaaa 2400 

gagacaccgc ggccgccggc gttgtggata 2460 

atgaggggcg gacgttgaca cttgaggggc 2520 

ggggcaggct cgatttcggc cggcgacgtg 2580 

cgcctgattt tacgcgagtt tcccacagat 2640 

gcggtattga cacttgaggg gcgcgactac 2700 

tgaggggcag agtgctgaca gatgaggggc 2760 

aggcagaaaa tccagcattt gcaagggttt 2820 

cttttaacct gcttttaaac caatatttat 2880 

gtgcgcgtga ccgcgcacgc cgaagggggg 2940 

ctaacgcggg cctcccatcc ccccaggggc 3000 

caaaaatggc agcgctggca gtccttgcca 3060 

cgatcagccc gagcgcgacg cccggaagca 3120 

tcagcgacca ggtgccgggc agtgagggcg 3180 

cggccgtcgg ggcattcacg gacttcatgg 3240 

ttggcatagt ggtcgcgggt gccgtgctcg 3300 

atttgaggtg ataggtaaga ttataccgag 3360 

attactctat gaagcgccat atttaaaaag 3420 

ggaggcagat tgccttgaat atattgacaa 3480 

aagatatcgc cgtatgtaag gatttcaggg 3540 

tatctataga atgggcaaag cataaaaact 3600 

ataaccttat agcttgtaaa ttctatcata 3660 
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attgggtaat 
tgtcatgcag 
gctgcctcag 
gcagctttcc 
cgtcaaaggg 
atacgtgcgc 
gcgatttagc 
tgcccggctg 
cgtgttgagg 
catatcaatg 
ccatgtttta 
acgcaccacc 
agcacctcaa 
tggtttcaaa 
aaaagctgtt 
cttgttataa 
taaatggcta 
gtaaaagata 
aacctatatt 
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gaaaaggaca 
gaacggcatg 
gaagagtatg 
aggctctttc 
ttagccgaat 
gaagaagaca 
cccgaagagg 
gatggcaaag 
gacattgcct 
ctattttttg 
ctggatgaat 
caccgacttc 
gggcaagggg 
cggccagacg 
ggcaccaggc 
cccgcaagga 
cgacgcgggg 
gccccgcgaa 
gcgcgacagc 
ttcgcgtcgt 
aggaactatg 
cgaggccaag 
ttccttgttc 
ccgctctgcc 
ggtcattttc 
cgacgatgac 
cgagccgatc 
ccggtattac 
cacgtccgac 
ggaccgtggc 
gtttgctggc 
ggcccgacgg 
aaccttccgc 
cggcgaagcc 
tgacctggtg 



gactccaact 
ctccaccgat 
attcaggtta 
cttcaggcgg 
tgacagcagg 
aacaaccgtc 
cccgacatag 
tatgcgcgag 
ccaacgccca 
attttctggt 
cggcagtgag 
ccgtcagtag 
aaacaccatc 
atcggctccg 
ttctggtatt 
ttagcttctt 
aaatgagaat 
cggaaggaat 
taaaaatgac 
tgatgctatg 
atggctggag 
aagatgaaca 
actccatcga 
tggattactt 
ctccatttaa 
aacttgtctt 
taagtggctt 
tctgcgtccg 
acttactggg 
tgttttagta 
ttccgcatca 
tcgctggtat 
gtctacggga 
gggtcaaatc 
gggtgaatga 
ttttccgccg 
accttccagt 
gtgcaactgg 
ctcgaacagg 
acgaccaaga 
caggccgcgt 
gatattgcgc 
ctgttcacca 



cacgtcaaca 
gaactggtgt 
accttcacgt 
acgaaggccg 
cgcgttgggc 
aagaaaacgt 
gaccactaca 
atgttcgact 
ctcatgtgcg 
tgcgaagagt 
cattgcaaac 



tattgatagt gttttatgtt cagataatgc ccgatgactt 
tttgagaacg acagcgactt ccgtcccagc cgtgccaggt 
tgccgctcaa ttcgctgcgt atatcgcttg ctgattacgt 
gattcataca gcggccagcc atccgtcatc catatcacca 
ctcataagac gccccagcgt cgccatagtg cgttcaccga 
ttccggagac tgtcatacgc gtaaaacagc cagcgctggc 
ccccactgtt cgtccatttc cgcgcagacg atgacgtcac 
gttaccgact gcggcctgag ttttttaagt gacgtaaaat 
taatgcgggc tgttgcccgg catccaacgc cattcatggc 
gcgtaccggg ttgagaagcg gtgtaagtga actgcagttg 
agcagagata gcgctgatgt ccggcggtgc ttttgccgtt 
ctgaacagga gggacagctg atagacacag aagccactgg 
atacactaaa tcagtaagtt ggcagcatca cccataattg 
tcgatactat gttatacgcc aactttgaaa acaactttga 
taaggtttta gaatgcaagg aacagtgaat tggagttcgt 
ggggtatctt taaatactgt agaaaagagg aaggaaataa 
atcaccggaa ttgaaaaaac tgatcgaaaa ataccgctgc 
gtctcctgct aaggtatata agctggtggg agaaaatgaa 
ggacagccgg tataaaggga ccacctatga tgtggaacgg 
gctggaagga aagctgcctg ttccaaaggt cctgcacttt 
caatctgctc atgagtgagg ccgatggcgt cctttgctcg 
aagccctgaa aagattatcg agctgtatgc ggagtgcatc 
catatcggat tgtccctata cgaatagctt agacagccgc 
actgaataac gatctggccg atgtggattg cgaaaactgg 
agatccgcgc gagctgtatg attttttaaa gacggaaaag 
ttcccacggc gacctgggag acagcaacat ctttgtgaaa 
tattgatctt gggagaagcg gcagggcgga caagtggtat 
gtcgatcagg gaggatatcg gggaagaaca gtatgtcgag 
gatcaagcct gattgggaga aaataaaata ttatatttta 
cctagatgtg gcgcaacgat gccggcgaca agcaggagcg 
agtgttttgg ctctcaggcc gaggcccacg gcaagtattt 
tcgtgcaggg caagattcgg aataccaagt acgagaagga 
ccgacttcat tgccgataag gtggattatc tggacaccaa 
aggaataagg gcacattgcc ccggcgtgag tcggggcaat 
atcggacgtt tgaccggaag gcatacaggc aagaactgat 
aggatgccga aaccatcgca agccgcaccg tcatgcgtgc 
ccgtcggctc gatggtccag caagctacgg ccaagatcga 
ctccccctgc cctgcccgcg ccatcggccg ccgtggagcg 
aggcggcagg tttggcgaag tcgatgacca tcgacacgcg 
agcgaaaaac cgccggcgag gacctggcaa aacaggtcag 
tgctgaaaca cacgaagcag cagatcaagg aaatgcagct 
cgtggccgga cacgatgcga gcgatgccaa acgacacggc 
cgcgcaacaa gaaaatcccg cgcgaggcgc tgcaaaacaa 
aggacgtgaa gatcacctac accggcgtcg agctgcgggc 
ggcagcaggt gttggagtac gcgaagcgca cccctatcgg 
tctacgagct ttgccaggac ctgggctggt cgatcaatgg 
aggaatgcct gtcgcgccta caggcgacgg cgatgggctt 
acctggaatc ggtgtcgctg ctgcaccgct tccgcgtcct 
cccgttgcca ggtcctgatc gacgaggaaa tcgtcgtgct 
cgaaattcat atgggagaag taccgcaagc tgtcgccgac 
atttcagctc gcaccgggag ccgtacccgc tcaagctgga 
gatcggattc cacccgcgtg aagaagtggc gcgagcaggt 
tgcgaggcag cggcctggtg gaacacgcct gggtcaatga 
gctagggcct tgtggggtca gttccggctg ggggttcagc 
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agccagcgct ttactggcat ttcaggaaca 
tcagtatcgc tcgggacgca cggcgcgctc 
ttgacaattg tgattaaggc tcagattcga 
cgcgagatcc gattgtcggc cctgaagaaa 
cacgaggaga aaaagcccat ggaggcgttc 
ggcgcctaca tcgacggcga gatcattggg 
aaggacgctc acaaggcgca tctgtccggc 
ggggtcgccg gtatgctgct gcgggcgttg 
cgacagattc caacgggaat ctggtggatg 
tcgctattct ggagcttgtt gtttatttcg 
acggtaggcg ctgtgcagcc gctgatggtc 
ccgatacgat tgatggcggt cctgggggct 
gtgttgacac caaacgcagc gctagatcct 
gtttccatgg cgttcggaac cgtgctgacc 
acctttaccg cctggcaact ggcggccgga 
tttgatccgc caatcccgat gcctacagga 
ctgatcggag cgggtttaac ctacttcctt 
acagttgttt ccttactggg ctttctcagc 
catcaggccg acagtcggaa cttcgggtcc 
aggggagttg atatcgtcaa cgttcacttc 
cggctttatc cagcgatttc ctattatgtc 
cggttaagcg agaaatgaat aagaaggctg 
tttgatcaca ggcagcaacg ctctgtcatc 
tcatccgtgt ttcaaacccg gcagcttagt 
gagcaaagtc tgccgcctta caacggctct 
gcctgtatcg agtggtgatt ttgtgccgag 
tggcaggata tattgtggtg taaacaaatt 
gacgttttta atgtactggg gtggtttttc 
tgcccttcac cgcctggccc tgagagagtt 
gcaggcgaaa atcctgtttg atggtggttc 
agaatagccc gagatagggt tgagtgttgt 
gaacgtggac tccaacgtca aagggcgaaa 
tgaaccatca cccaaatcaa gttttttggg 
ccctaaaggg agcccccgat ttagagcttg 
ggaagggaag aaagcgaaag gagcgggcgc 
gatcggtgcg ggcctcttcg ctattacgcc 
gattaagttg ggtaacgcca gggttttccc 
aattaattcc catcttgaaa gaaatatagt 
ggtattatag tccaagcaaa aacataaatt 
tcaataactg attatatcag ctggtacatt 
tgtgtaatac ataaattgat gatatagcta 
agcttgggtc ccgctcagaa gaactcgtca 
tcgggagcgg cgataccgta aagcacgagg 
tcagcaatat cacgggtagc caacgctatg 
ccacagtcga tgaatccaga aaagcggcca 
tcgccatggg tcacgacgag atcctcgccg 
agttcggctg gcgcgagccc ctgatgctct 
gcttccatcc gagtacgtgc tcgctcgatg 
gtagccggat caagcgtatg cagccgccgc 
gcaggagcaa ggtgagatga caggagatcc 
tcccttcccg cttcagtgac aacgtcgagc 
agccacgata gccgcgctgc etcgtcctgc 
ttgacaaaaa gaaccgggcg cccctgcgct 
ccgattgtct gttgtgccca gtcatagccg 
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agcgggcact gctcgacgca cttgcttcgc 6960 

tacgaactgc cgataaacag aggattaaaa 7020 

cggcttggag cggccgacgt gcaggatttc 7080 

gctccagaga tgttcgggtc cgtttacgag 7140 

gctgaacggt tgcgagatgc cgtggcattc 7200 

ctgtcggtct tcaaacagga ggacggcccc 7260 

gttttcgtgg agcccgaaca gcgaggccga 7320 

ccggcgggtt tattgctcgt gatgatcgtc 7380 

cgcatcttca tcctcggcgc acttaatatt 7440 

gtctaccgcc tgccgggcgg ggtcgcggcg 7500 

gtgttcatct ctgccgctct gctaggtagc 7560 

atttgcggaa ctgcgggcgt ggcgctgttg 7620 

gtcggcgtcg cagcgggcct ggcgggggcg 7680 

cgcaagtggc aacctcccgt gcctctgctc 7740 

ggacttctgc tcgttccagt agctttagtg 7800 

accaatgttc tcggcctggc gtggctcggc 7860 

tggttccggg ggatctcgcg actcgaacct 7920 

cccagatctg gggtcgatca gccggggatg 7980 

ccgacctgta ccattcggtg agcaatggat 8040 

taaagaaata gcgccactca gcttcctcag 8100 

ggcatagttc tcaagatcga cagcctgtca 8160 

ataattcgga tctctgcgag ggagatgata 8220 

gttacaatca acatgctacc ctccgcgaga 8280 

tgccgttctt ccgaatagca tcggtaacat 8340 

cccgctgacg ccgtcccgga ctgatgggct 8400 

ctgccggtcg gggagctgtt ggctggctgg 8460 

gacgcttaga caacttaata acacattgcg 8520 

ttttcaccag tgagacgggc aacagctgat 8580 

gcagcaagcg gtccacgctg gtttgcccca 8 640 

cgaaatcggc aaaatccctt ataaatcaaa 8700 

tccagtttgg aacaagagtc cactattaaa 8760 

aaccgtctat cagggcgatg gcccactacg 8820 

gtcgaggtgc cgtaaagcac taaatcggaa 8880 

acggggaaag ccggcgaacg tggcgagaaa 8940 

cattcaggct gcgcaactgt tgggaagggc 9000 

agctggcgaa agggggatgt gctgcaaggc 9060 

agtcacgacg ttgtaaaacg acggccagtg 9120 

ttaaatattt attgataaaa taacaagtca 9180 

tattgatgca agtttaaatt cagaaatatt 9240 

gccgtagatg aaagactgag tgcgatatta 9300 

gcttagctca tcgggggatc cgtcgaagct 9360 

agaaggcgat agaaggcgat gcgctgcgaa 9420 

aagcggtcag cccattcgcc gccaagctct 9480 

tcctgatagc ggtccgccac acccagccgg 9540 

ttttccacca tgatattcgg caagcaggca 9600 

tcgggcatgc gcgccttgag cctggcgaac 9660 

tcgtccagat catcctgatc gacaagaccg 9720 

cgatgtttcg cttggtggtc gaatgggcag 9780 

attgcatcag ccatgatgga tactttctcg 9840 

tgccccggca cttcgcccaa tagcagccag 9900 

acagctgcgc aaggaacgcc cgtcgtggcc 9960 

agttcattca gggcaccgga caggtcggtc 10020 

gacagccgga acacggcggc atcagagcag 10080 

aatagcctct ccacccaagc ggccggagaa 10140 
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cctgcgtgca atccatcttg ttcaatccaa gctcccatgg gccctcgact agagtcgaga 
tctggattga gagtgaatat gagactctaa ttggataccg aggggaattt atggaacgtc 
agtggagcat ttttgacaag aaatatttgc tagctgatag tgaccttagg cgacttttga 
acgcgcaata atggtttctg acgtatgtgc ttagctcatt aaactccaga aacccgcggc 
tgagtggctc cttcaacgtt gcggttctgt cagttccaaa cgtaaaacgg cttgtcccgc 
gtcatcggcg ggggtcataa cgtgactccc ttaattctcc gctcatgatc ttgatcccct 
gcgccatcag atccttggcg gcaagaaagc catccagttt actttgcagg gcttcccaac 
cttaccagag ggcgccccag ctggcaattc cggttcgctt gctgtccata aaaccgccca 
gtctagctat cgccatgtaa gcccactgca agctacctgc tttctctttg cgcttgcgtt 
ttcccttgtc cagatagccc agtagctgac attcatccgg ggtcagcacc gtttctgcgg 
actggctttc tacgtgttcc gcttccttta gcagcccttg cgccctgagt gcttgcggca 
gcgtgaagct tgcatgcctg caggtcgacg gcgcgccgag ctcctcgagc aaatttacac 
attgccacta aacgtctaaa cccttgtaat ttgtttttgt tttactatgt gtgttatgta 
tttgatttgc gataaatttt tatatttggt actaaattta taacaccttt tatgctaacg 
tttgccaaca cttagcaatt tgcaagttga ttaattgatt ctaaattatt tttgtcttct 
aaatacatat actaatcaac tggaaatgta aatatttgct aatatttcta ctataggaga 
attaaagtga gtgaatatgg taccacaagg tttggagatt taattgttgc aatgctgcat 
ggatggcata tacaccaaac attcaataat tcttgaggat aataatggta ccacacaaga 
tttgaggtgc atgaacgtca cgtggacaaa aggtttagta atttttcaag acaacaatgt 
taccacacac aagttttgag gtgcatgcat ggatgccctg tggaaagttt aaaaatattt 
tggaaatgat ttgcatggaa gccatgtgta aaaccatgac atccacttgg aggatgcaat 
aatgaagaaa actacaaatt tacatgcaac tagttatgca tgtagtctat ataatgagga 
ttttgcaata ctttcattca tacacactca ctaagtttta cacgattata atttcttcat 
agccagccca ccgcggtgga aa atg gag gtc gtg gag aga ttc tac ggt gag 

Met Glu Val Val Glu Arg Phe Tyr Gly Glu 
1 5 ^ io 

ttg gat ggg aag gtc teg cag ggc gtg aat gca ttg ctg ggt agt ttt 
Leu Asp Gly Lys Val Ser Gin Gly Val Asn Ala Leu Leu Gly Ser Phe 

15 20 25 

ggg gtg gag ttg acg gat acg ccc act acc aaa ggc ttg ccc etc gtt 
Gly Val Glu Leu Thr Asp Thr Pro Thr Thr Lys Gly Leu Pro Leu Val 

30 35 40 

gac agt ccc aca ccc ate gtc etc ggt gtt tct gta tac ttg act att 
Asp Ser Pro Thr Pro He Val Leu Gly Val Ser Val Tyr Leu Thr He 

45 50 55 

gtc att gga ggg ctt ttg tgg ata aag gec agg gat ctg aaa ccg cgc 
He Gly Gly Leu Leu Trp He Lys Ala Arg Asp Leu Lys Pro Arg 



Val 



60 



65 



70 



gee 



teg gag cca ttt ttg etc caa get ttg gtg ctt gtg cac aac ctg 
Ala Ser Glu Pro Phe Leu Leu Gin Ala Leu Val Leu Val His Asn Leu 



75 



80 



85 



90 



ttc tgt ttt gcg etc agt ctg tat atg tgc gtg ggc ate get tat cag 
Phe Cys Phe Ala Leu Ser Leu Tyr Met Cys Val Gly He Ala Tyr Gin 

95 100 105 

get att acc tgg egg tac tct etc tgg ggc aat gca tac aat cct aaa 
Ala He Thr Trp Arg Tyr Ser Leu Trp Gly Asn Ala Tyr Asn Pro Lys 

110 115 120 

cat aaa gag atg gcg att ctg gta tac ttg ttc tac atg tct aag tac 
His Lys Glu Met Ala He Leu Val Tyr Leu Phe Tyr Met Ser Lys Tyr 
125 130 i3 5 

ttc atg gat acc gtt ate atg ata ctg aag cgc age acc agg 



gtg gaa 



Val Glu Phe Met Asp Thr Val He Met He Leu Lys Arg ser Thr Arg 



140 



145 



150 



caa ata age ttc etc cac gtt tat cat cat tct tea att tec etc att 
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Gin He Ser Phe Leu His Val Tyr His His Ser Ser lie Ser Leu He 
155 160 165 170 

tgg tgg get att got cat cac get cct ggo ggt gaa gca tat tgg tct 
Trp Trp Ala He Ala His His Ala Pro Gly Gly Glu Ala Tyr Trp Ser 

175 180 i 85 

gcg got ctg aac tea gga gtg cat gtt etc atg tat gcg tat tac ttc 
Ala Ala Leu Asn Ser Gly Val His Val Leu Met Tyr Ala Tyr Tyr Phe 

190 195 200 

ttg get gec tgc ctt cga agt age cca aag tta aaa aat aag tac ctt 
Leu Ala Ala Cys Leu Arg Ser Ser Pro Lys Leu Lys Asn Lys Tyr Leu 

205 210 215 

ttt tgg ggc agg tac ttg aca caa ttc caa atg ttc cag ttt atg eta 
Phe Trp Gly Arg Tyr Leu Thr Gin Phe Gin Met Phe Gin Phe Met Leu 

220 225 230 

aac tta gtg cag get tac tac gac atg aaa acg aat gcg cca tat cca 
Asn Leu Val Gin Ala Tyr Tyr Asp Met Lys Thr Asn Ala Pro Tyr Pro 
235 240 245 250 

caa tgg ctg ate aag att ttg tte tac tac atg ate teg ttg ctg ttt 
Gin Trp Leu He Lys He Leu Phe Tyr Tyr Met He Ser Leu Leu Phe 

255 260 265 

ctt ttc ggc aat ttt tac gta caa aaa tac ate aaa ccc tct gac gga 
Leu Phe Gly Asn Phe Tyr Val Gin Lys Tyr He Lys Pro Ser Asp Gly 

270 275 280 

aag caa aag gga get aaa act gag tga tctagaaggc ctcctgcttt 
Lys Gin Lys Gly Ala Lys Thr Glu 
285 290 
aatgagatat gcgagacgcc tatgatcgea tgatatttgc tttcaattct gttgtgcacg 
ttgtaaaaaa cctgagcatg tgtagctcag atccttaccg ccggtttcgg ttcattctaa 
tgaatatatc acccgttact ategtatttt tatgaataat attctcegtt caatttactg 
attgtccgtc gagcaaattt acacattgcc actaaaegtc taaacccttg taatttgttt 
ttgttttact atgtgtgtta tgtatttgat ttgcgataaa tttttatatt tggtactaaa 
tttataacac ettttatget aacgtttgcc aacacttagc aatttgcaag ttgattaatt 
tatttttgtc ttetaaatac atataetaat eaactggaaa tgtaaatatt 
tgctaatatt tctactatag gagaattaaa gtgagtgaat atggtaccac aaggtttgga 
gatttaattg ttgeaatget gcatggatgg catatacacc aaacattcaa taattcttga 
?!! *ttttt ggtaCCacac aagatttgag gtgeatgaac gteacgtgga caaaaggttt 
agtaattttt caagacaaca atgttaccac acacaagttt tgaggtgcat gcatggatgc 
cctgtggaaa gtttaaaaat attttggaaa tgatttgeat ggaagccatg tgtaaaacea 
tgacatccac ttggaggatg caataatgaa gaaaactaca aatttacatg caactagtta 
tgcatgtagt ctatataatg aggattttgc aatactttca ttcatacaca ctcactaagt 
tttacacgat tataatttct teatagecag eggatec atg gta ttc gcg ggc ggt 

Met Val Phe Ala Gly Gly 
295 

gga ctt cag cag ggc tct etc gaa gaa aac ate gac gtc gag cac att 
Gly Leu Gin Gin Gly Ser Leu Glu Glu Asn lie Asp Val Glu His He 

300 305 ~ 310 

gec agt atg tct etc ttc age gac ttc ttc agt tat gtg tct tea act 
Ala Ser Met Ser Leu Phe Ser Asp Phe Phe Ser Tyr Val Ser Ser Thr 

315 320 325 

gtt ggt teg tgg age gta cac agt ata caa cct ttg aag cgc ctg acg 
Val Gly Ser Trp Ser Val His Ser He Gin Pro Leu Lys Arg Leu Thr 
330 335 34Q 

agt aag aag cgt gtt teg gaa age get gec gtg caa tgt ata tea get 
Ser Lys Lys Arg Val Ser Glu Ser Ala Ala Val Gin Cys He Ser Ala 
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345 350 355 360 

ST T? ~T ^ tCg 33t aC ° Cag gga act gag gca etc gca 13570 

Olu Val Gin Arg Asn Ser Ser Thr Gin Gly Thr Ala Glu Ala Leu Ala 

365 370 375 

SS Ser 2? £? I? ^ Cga ^ tCa tCt " g tgg Mg aa ^ "618 

Glu Ser Val Val Lys Pro Thr Arg Arg Arg Ser Ser Gin Trp Lys Lys 

380 385 390 

teg aca cac ccc eta tea gaa gta gca gta cac aac aag cca age gat 13666 
Ser Thr His Pro Leu Ser Glu Val Ala Val His Asn Lys Pro Ser Asp 

395 400 405 

tgc tgg att gtt gta aaa aac aag gtg tat gat gtt tec aat ttt gcg 13714 
qys Trp lie Val Val Lys Asn Lys Val Tyr Asp Val Ser Asn Phe 111 

410 415 420 

gac gag cat ccc gga gga tea gtt att agt act tat ttt gga cga gac 13762 
Asp Glu His Pro Gly Gly Ser Val He Ser Thr Tyr Phe oly Arg Asp 
25 430 435 440 

ggc aca gat gtt ttc tct agt ttt cat gca get tet aca tgg aaa att 13810 
Gly Thr Asp Val Phe Ser Ser Phe His Ala Ala Ser Thr Trp Lys He 

445 450 455 

ctt caa gac ttt tac att ggt gac gtg gag agg gtg gag ecg act cca 13858 
Leu Gin Asp Phe Tyr He Gly Asp Val Glu Arg Val Glu Pro Thr Pro 

460 465 470 

gag ctg ctg aaa gat ttc cga gaa atg aga get ctt ttc ctg agg gag 13906 
Glu Leu Leu Lys Asp Phe Arg Glu Met Arg Ala Leu Phe Leu Arg Glu 
475 480 485 

ST r Ctt 2° f aa ^ tCg ^ ttg taC tat gtt atg aag ct S c ^c aeg 13954 
Gin Leu Phe Lys Ser Ser Lys Leu Tyr Tyr Val Met Lys Leu Leu Thr 

490 495 500 

aat gtt get att ttt get gcg age att gca ata ata tgt tgg age aag 14002 
Asn Val Ala He Phe Ala Ala Ser He Ala He He Cys Trp Ser lJs 
505 510 515 sJo 

act att tea gcg gtt ttg get tea get tgt atg atg get ctg tgt ttc 14050 
Thr He Ser Ala Val Leu Ala Ser Ala Cys Met Met Ala Leu Cys Phe 

525 530 535 

caa cag tgc gga tgg eta tec cat gat ttt etc cae aat cag gtg ttt 14098 
Gin Gin cys Gly Trp Leu Ser His Asp Phe Leu His Asn Gin Va! Phe 

540 545 550 

gag aca cgc tgg ctt aat gaa gtt gtc ggg tat gtg ate ggc aac gee 14146 
Glu Thr Arg Trp Leu Asn Glu Val Val Gly Tyr Val He Gly Asn Ala 
555 560 565 

T° tg ST 2* agt aCa 993 tgg tgg aSg gag aag cat aac ctt cat 14194 
Val Leu Gly Phe Ser Thr Gly Trp Trp Lys Glu Lys His Asn Leu His 
570 575 580 

cat get get cca aat gaa tgc gat cag act tac caa cca att gat gaa 14242 

His Ala Ala Pro Asn Glu Cys Asp Gin Thr Tyr Gin Pro He Asp Glu 

58 ^ 590 595 600 

gat att gat act etc ccc etc att gee tgg age aag gac ata ctg gee 14290 

Asp He Asp Thr Leu Pro Leu He Ala Trp Ser Lys Asp He Leu Ala 

605 610 615 

aca gtt gag aat aag aca ttc ttg cga ate etc caa tac cag cat ctg 14338 
Thr val Glu Asn Lys Thr Phe Leu Arg He Leu Gin Tyr Gin His LeS 
620 625 630 

Pn- £t H ST T 3 tta tfct ttC gC ° Cgt ggt agt tgg CtC ttfc tgg 14386 
Phe Phe Met Gly Leu Leu Phe Phe Ala Arg Gly Ser Trp Leu Phe Trp 
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635 640 645 

age tgg aga tat acc tct aca gca gtg etc tea cct gtc gac agg ttg 
Ser Trp Arg Tyr Thr Ser Thr Ala Val Leu Ser Pro Val Asp Arg Leu 

650 655 660 

ttg gag aag gga act gtt ctg ttt cac tac ttt tgg ttc gtc ggg aca 
Leu Glu Lys Gly Thr Val Leu Phe His Tyr Phe Trp Phe Val Gly Thr 
665 670 675 ~ 680 

gcg tgc tat ctt etc cct ggt tgg aag cca tta gta tgg atg gcg gtg 
Ala Cys Tyr Leu Leu Pro Gly Trp Lys Pro Leu Val Trp Met Ala Val 

685 6 9o 695 

act gag etc atg tec ggc atg ctg ctg ggc ttt gta ttt gta ett age 
Thr Glu Leu Met Ser Gly Met Leu Leu Gly Phe Val Phe Val Leu Ser 

700 705 710 

cac aat ggg atg gag gtt tat aat teg tct aaa gaa ttc gtg agt gca 
His Asn Gly Met Glu Val Tyr Asn Ser Ser Lys Glu Phe Val Ser Ala 

715 720 725 

cag ate gta tec aca egg gat ate aaa gga aac ata ttc aac gac tgg 
Gin lie Val Ser Thr Arg Asp lie Lys Gly Asn lie Phe Asn Asp Trp 

730 735 740 

ttc act ggt ggc ctt aac agg caa ata gag cat cat ctt ttc cca aca 
Phe Thr Gly Gly Leu Asn Arg Gin lie Glu His His Leu Phe Pro Thr 
745 7 50 755 760 

atg ccc agg cat aat tta aac aaa ata gca cct aga gtg gag gtg ttc 
Met Pro Arg His Asn Leu Asn Lys lie Ala Pro Arg Val Glu Val Phe 

? 65 770 775 

tgt aag aaa cac ggt ctg gtg tac gaa gac gta tct att get acc ggc 
Cys Lys Lys His Gly Leu Val Tyr Glu Asp Val Ser lie Ala Thr Gly 

780 785 79Q 

act tgc aag gtt ttg aaa gca ttg aag gaa gtc gcg gag get gcg gca 
Thr Cys Lys Val Leu Lys Ala Leu Lys Glu Val Ala Glu Ala Ala Ala 

795 800 805 

gag cag cat get aec acc agt taa getagegtta accctgcttt aatgagatat 
Glu Gin His Ala Thr Thr Ser 
810 815 
gcgagacgcc tatgatcgea tgatatttgc tttcaattct gttgtgcacg ttgtaaaaaa 
cctgagcatg tgtagctcag atcettaccg ccggtttcgg ttcattctaa tgaatatatc 
acccgttact ategtatttt tatgaataat attctcegtt caatttactg attgtccgtc 
gagcaaattt acacattgcc actaaaegtc taaacccttg taatttgttt ttgttttaet 
atgtgtgtta tgtatttgat ttgcgataaa tttttatatt tggtactaaa tttataacac 
ettttatget aacgtttgcc aacacttagc aatttgcaag ttgattaatt gattctaaat 
tatttttgtc ttctaaatac atatactaat caactggaaa tgtaaatatt tgctaatatt 
tctactatag gagaattaaa gtgagtgaat atggtaccac aaggtttgga gatttaattg 
ttgeaatget gcatggatgg catatacacc aaacattcaa taattcttga ggataataat 
ggtaccaeac aagatttgag gtgeatgaac gtcacgtgga caaaaggttt agtaattttt 
caagacaaca atgttaccac aeacaagttt tgaggtgcat gcatggatgc cctgtggaaa 
gtttaaaaat attttggaaa tgatttgeat ggaagccatg tgtaaaacca tgacatccac 
ttggaggatg caataatgaa gaaaactaca aatttacatg caactagtta tgcatgtagt 
ctatataatg aggattttgc aatactttca ttcatacaea ctcactaagt tttacacgat 
tataatttct tcatagccag cagatctaaa atg get ccg gat gcg gat aag ctt 

Met Ala Pro Asp Ala Asp Lys Leu 
820 

cga caa cgc cag acg act gcg gta gcg aag cac aat get get aec ata 
Arg Gin Arg Gin Thr Thr Ala Val Ala Lys His Asn Ala Ala Thr lie 
825 830 835 
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s 2 2 e s s z is 2 r r a oto aaa 930 «- - 

840 oJT SU Ser Ser Leu L ^ s G1 y Glu <31u 

850 855 

Sv S J? ^ Ct ° tCa ttC gat Cat c - 

Gly He He Tyr Asp Leu Gin Ser Phe Asp His Pro 

865 870 

ate aaa atg ttt ggt ggc aac gat gtc act gta c ag 

He Lys Met Phe Gly Gly Asn Asp Val Thr Val Gin 

880 885 

£ 5 S £ 2 2 2 s - = - S 2 = - 

900 

2 5 S S 2 2 = - 2 - * = £ = = - 

915 

aaa cga gaa gtc 



840 

gtc tgc ate gac 
Val Cys lie Asp 

ggg ggt gaa acg 
Gly Gly Glu Thr 
875 



905 
acc gaa 



ttt gaa cgc gaa 



910 
ate 



Thr Glu Phe Glu Arg Glu He Lys Arg Glu Val 



920 

cga ggc aag gat 
Arg Gly Lys Asp 



tac att gec att 
Tyr lie Ala He 
955 



925 
ttc ggt act 
Phe Gly Thr 
940 

ttc ttc tac 
Phe Phe Tyr 



930 

ttg gga tgg ttc 
Leu Gly Trp Phe 
945 

ctg cag tac cat 
Leu Gin Tyr His 
960 

J™ gCC gtg gCC tac gga atc tec caa gcg atg att 

T*r Ser Trp Leu Leu Ala Val Ala Tyr Gly He Ser Gin fla Met lie 

975 980 

S 2L = SI 2 = 2 S = = 5 E = 2 2 Zt 

990 9g5 



ttc aag att gtg cga 
Phe Lys He Val Arg 
935 

ttc cgt gcg ttt tgc 
Phe Arg Ala Phe Cys 
950 

tgg gtc acc acg gga 
Trp Val Thr Thr Gly 
965 



eta ggc etc ggt gcg 
Leu Gly Leu Gly Ala 
1010 

cag gaa caa cac 
Gin Glu Gin His 



ccc tgg gtc aac gac atg 
Pro Trp Val Asn Asp Met 

iooo 1005 

ggt tec aag tgg etc tgg 
Gly Ser Lys Trp Leu Trp 
1015 1020 

tac acc aat cac gee gag atg gat ccc gat 
Tyr Thr Asn His Ala Glu Met Asp Pro Asp 
1030 1Q35 

cca atg etc eta ttc aac gac tat ccc ttg 
Pro Met Leu Leu Phe Asn 
1045 1050 
acc tgg eta cat cgc ttt 
Trp Leu His Arg Phe 
1065 

gga tac tgg ttg tec 
Gly Tyr Trp Leu Ser 
1080 

cag caa cgc ggc gca 
Gin Gin Arg Gly Ala 
1095 

ttc att cac teg cga 
Phe He His Ser Arg 
1110 



Thr 
1060 
get 
Ala 
1075 
etc 
Leu 
1090 
get 
Ala 
1105 



tgg 
Trp 
1025 
age 
Ser 
1040 
gat 

Asp Tyr Pro Leu Asp 
1055 

caa gca ttc ttt tac 
Gin Ala Phe Phe Tyr 
1070 

get gtc ttc aat cca 
Ala Val Phe Asn Pro 
1085 

ctt tec gtc ggt ate 
Leu Ser Val Gly He 
1100 

cgc aag tat gcg gtt 
Arg Lys Tyr Ala Val 
1115 



gat ttt att ggt 
Asp Phe He Gly 

acc cac cac get 
Thr His His Ala 

ttt ggt gee gaa 
Phe Gly Ala Glu 



cat 
His 

atg 
Met 



ccc get cgt 
Pro Ala Arg 

ccc gtc ttg 
Pro Val Leu 



caa att ctt gac 
Gin He Leu Asp 

cgt etc gac aac 
Arg Leu Asp Asn 

ttc tgg egg get 
Phe Trp Arg Ala 



15910 



15958 



16006 



16054 



16102 



16150 



16198 



16246 



16294 



16342 



16387 



16432 



16477 



16522 



16567 



16612 



16657 



16702 
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tac 
Tyr 



gtg 
Val 
1120 

ggc etc 



att gcg gtg aac 
He Ala Val Asn 
1125 

gaa tgg tec tgg 



gtg att get ccg 
Val He Ala Pro 



Gly Leu Glu Trp Ser Trp 
1:L 35 ii4 0 
ggt gtg gcg gaa teg etc 
Gly Val Ala Glu Ser Leu 
1150 H55 
cac aat ttc gaa tec gcg 
His Asn Phe Glu Ser Ala 
1165 H70 
aag acg gga gaa cca gtc 
Lys Thr Gly Glu Pro Val 
H80 ii 8 5 
tec tgc act tac ggt gga 
Ser Cys Thr Tyr Gly Gly 
H95 ~ 1200 

etc aac ttt cag gtt gaa 
Leu Asn Phe Gin Val Glu 
!210 1215 
get tgg tat ccc tac att 
Ala Trp Tyr Pro Tyr He 
1225 1230 
aaa cac ggc gtc cac tac 
Lys His Gly Val His Tyr 



1240 
ttt etc 
Phe Leu 
1255 

aac tgg 



1245 
tec acc gtc cgc 
Ser Thr Val Arg 

1260 

cgc cag atg gee 



Asn Trp Arg Gin Met Ala 
1270 1275 



ttt 
Phe 
1130 

cgt gtc ttt gga aac 
Arg Val Phe Gly Asn 
1145 

gcg ctg gcg gtc ctg 
Ala Leu Ala Val Leu 
1160 

gat cgc gat ccg acc 
Asp Arg Asp Pro Thr 
1175 

gac tgg ttc aag aca 
Asp Trp Phe Lys Thr 
1190 

ttc ctt tec ggt tgc 
Phe Leu Ser Gly Cys 
1205 

cac cac ttg ttc cca 
His His Leu Phe Pro 
1220 

gee ccc aag gtc cgc 
Ala Pro Lys Val Arg 
1235 

gec tac tac ccg tgg 
Ala Tyr Tyr Pro Trp 
1250 

tac atg cac gcg gee 
Tyr Met His Ala Ala 
1265 

aga gaa aat ccc ttg 
Arg Glu Asn Pro Leu 



tac aca aac tec 
Tyr Thr Asn Ser 

ate atg etc atg 
He Met Leu Met 



ttt 
Phe 

gee 
Ala 



teg ttg teg 
Ser Leu Ser 



cca 
Pro 



ctg 
Leu 



aaa 
Lys 



cag gtc gaa act 
Gin Val Glu Thr 

ttc acg gga ggt 
Phe Thr Gly Gly 

cgc atg age age 
Arg Met Ser Ser 



gaa 
Glu 

ate 
He 



att 
He 



tgc 
Cys 



gee 
Ala 



cac caa aac 
His Gin Asn 



ggg acc ggt gee 
Gly Thr Gly Ala 



acc gga egg gcg 
Thr Gly Arg Ala 



1280 

taa agatctgecg gcatcgatcc egggecatgg ectgetttaa tgagatatgc 
SESS* ! gat " gCatg *tatttgctt tcaattctgt tgtgeacgtt gtaaaaaacc 
SST! T CCttaCC * cc Wtttcggtt eattctaatg aatatateac 

ccgttactat egtattttta tgaataatat tctccgttca atttactgat tgtcegtega 

aSaeaatC TV*??** * ggatC e at * -Seagate ggctgagtgg etccttcaac 

gttgcggttc tgtcagttee aaaegtaaaa eggettgtee cgcgtcatcg gegggggtea 

taaegtgaet ccettaattc tecgetcatg ateagattgt cgttteeegc ct^cagttta 

™ a I Stttgacaflg atatattggc gggtaaaect aagagaaaag agegtttatt 

agaataateg gatatttaaa agggegtgaa aaggtttate cttegtecat ttgtatgtgc 
atgccaacca cagggttccc ca 

<210> 57 

<211> 290 

<212> PRT 

<213> Phaeodactylum tricornutum, Physcomitrella patens 

<400> 57 



16747 



16792 



16837 



16882 



16927 



16972 



17017 



17062 



17107 



17152 



17197 



17250 
17310 
17370 
17430 
17490 
17550 
17610 
17670 
17730 
17752 



Met Glu Val Val Glu Arg Phe Tyr Gly Glu Leu Asp Gly Lys Val Ser 
15 10 i 5 
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Gin Gly val Asn Ala Leu Leu Gly Ser Phe Gly Val Glu Leu Thr Asp 

25 30 

Thr Pro Thr Thr Lys Gly Leu Pro Leu Val Asp Ser Pro Thr Pro He 



35 40 



45 



Val Leu Gly Val Ser Val Tyr Leu Thr He Val He Gly Gly Leu Leu 

55 60 
Trp lie Lys Ala Arg Asp Leu Lys Pro Arg Ala Ser Glu Pro Phe Leu 

70 75 !* 

Leu Gin Ala Leu Val Leu Val His Asn Leu Phe Cys Phe Ala Leu Ser 

85 90 95 

Leu Tyr Met Cys Val Gly He Ala Tyr Gin Ala He Thr Trp Arg Tyr 

100 105 110 

Ser Leu Trp Gly Asn Ala Tyr Asn Pro Lys His Lys Glu Met Ala He 

5 I 20 125 

Leu Val Tyr Leu Phe Tyr Met Ser Lys Tyr Val Glu Phe Met Asp Thr 

135 

Val He Met He Leu Lys Arg Ser Thr Arg Gin He Ser Phe Leu His 

150 15 5 ifin 

Val Tyr His His Ser Ser He Ser Leu He Trp Trp Ala He Ala His 

165 170 175 

His Ala Pro Gly Gly Glu Ala Tyr Trp Ser Ala Ala Leu Asn Ser Gly 

^■80 185 190 

Val His Val Leu Met Tyr Ala Tyr Tyr Phe Leu Ala Ala Cys Leu Arg 

195 2 °0 205 

Ser Ser Pro Lys Leu Lys Asn Lys Tyr Leu Phe Trp Gly Arg Tyr Leu 

«. 215 220 

Thr Gin Phe Gin Met Phe Gin Phe Met Leu Asn Leu Val Gin Ala Tyr 
nl » 230 235 240 

Tyr Asp Met Lys Thr Asn Ala Pro Tyr Pro Gin Trp Leu He Lys lie 

245 250 255 

Leu Phe Tyr Tyr Met He Ser Leu Leu Phe Leu Phe Gly Asn Phe Tyr 

260 265 270 

Val Gin Lys Tyr He Lys Pro Ser Asp Gly Lys Gin Lys Gly Ala Lys 

275 280 285 

Thr Glu ^ B5 

290 

<210> 58 

<211> 525 
<212> PRT 

<213> Phaeodactylum tricornutum, Physcomitrella patens 
<400> 58 

Met val Phe Ala Gly Gly Gly Leu Gin Gin Gly Ser Leu Glu Glu Asn 

5 10 15 

He Asp val Glu His He Ala Ser Met Ser Leu Phe Ser Asp Phe Phe 

20 25 30 

Ser Tyr Val Ser Ser Thr Val Gly Ser Trp Ser Val His Ser He Gin 

35 40 45 

Pro Leu Lys Arg Leu Thr Ser Lys Lys Arg Val Ser Glu Ser Ala Ala 

50 55 60 

Val Gin Cys He Ser Ala Glu Val Gin Arg Asn Ser Ser Thr Gin Gly 
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65 70 75 80 

Thr Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ser Val Val Lys Pro Thr Arg Arg Arg 

85 90 95 

Ser Ser Gin Trp Lys Lys Ser Thr His Pro Leu Ser Glu Val Ala Val 

100 105 HO 

His Asn Lys Pro Ser Asp Cys Trp lie Val Val Lys Asn Lys Val Tyr 

115 120 125 

Asp Val Ser Asn Phe Ala Asp Glu His Pro Gly Gly Ser Val lie Ser 

130 135 140 

Thr Tyr Phe Gly Arg Asp Gly Thr Asp Val Phe Ser Ser Phe His Ala 
145 150 155 160 

Ala Ser Thr Trp Lys He Leu Gin Asp Phe Tyr He Gly Asp Val Glu 

165 170 175 

Arg Val Glu Pro Thr Pro Glu Leu Leu Lys Asp Phe Arg Glu Met Arg 

180 185 190 

Ala Leu Phe Leu Arg Glu Gin Leu Phe Lys Ser Ser Lys Leu Tyr Tyr 

195 200 205 

Val Met Lys Leu Leu Thr Asn Val Ala He Phe Ala Ala Ser He Ala 

210 215 220 

He He Cys Trp Ser Lys Thr He Ser Ala Val Leu Ala Ser Ala Cys 
225 230 235 240 

Met Met Ala Leu Cys Phe Gin Gin Cys Gly Trp Leu Ser His Asp Phe 

245 250 255 

Leu His Asn Gin Val Phe Glu Thr Arg Trp Leu Asn Glu Val Val Gly 

260 265 270 

Tyr Val He Gly Asn Ala Val Leu Gly Phe Ser Thr Gly Trp Trp Lys 

275 280 285 

Glu Lys His Asn Leu His His Ala Ala Pro Asn Glu Cys Asp Gin Thr 

290 295 300 

Tyr Gin Pro lie Asp Glu Asp He Asp Thr Leu Pro Leu He Ala Trp 
305 310 315 320 

Ser Lys Asp He Leu Ala Thr Val Glu Asn Lys Thr Phe Leu Arg He 

325 330 335 

Leu Gin Tyr Gin His Leu Phe Phe Met Gly Leu Leu Phe Phe Ala Arg 

340 345 350 

Gly Ser Trp Leu Phe Trp Ser Trp Arg Tyr Thr Ser Thr Ala Val Leu 

355 360 365 

Ser Pro Val Asp Arg Leu Leu Glu Lys Gly Thr Val Leu Phe His Tyr 

370 375 380 

Phe Trp Phe Val Gly Thr Ala Cys Tyr Leu Leu Pro Gly Trp Lys Pro 
385 390 395 * ~ 400 

Leu Val Trp Met Ala Val Thr Glu Leu Met Ser Gly Met Leu Leu Gly 

405 410 , 415 

Phe Val Phe Val Leu Ser His Asn Gly Met Glu Val Tyr Asn Ser Ser 

420 425 ~ 430 

Lys Glu Phe Val Ser Ala Gin He Val Ser Thr Arg Asp He Lys Gly 

435 440 445 

Asn He Phe Asn Asp Trp Phe Thr Gly Gly Leu Asn Arg Gin He Glu 

450 455 460 

His His Leu Phe Pro Thr Met Pro Arg His Asn Leu Asn Lys He Ala 
465 470 475 ~ 480 

Pro Arg Val Glu Val Phe Cys Lys Lys His Gly Leu Val Tyr Glu Asp 

485 490 495 

Val Ser He Ala Thr Gly Thr Cys Lys Val Leu Lys Ala Leu Lys Glu 
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500 505 510 

Val Ala Glu Ala Ala Ala Glu Gin His Ala Thr Thr Ser 
515 520 525 

<210> 59 

<211> 469 
<212> PRT 

<213> Phaeodactylum tricornutum, Physcomitrella patens 
<400> 59 

Met Ala Pro Asp Ala Asp Lys Leu Arg Gin Arg Gin Thr Thr Ala Val 

1 5 10 15 

Ala Lys His Asn Ala Ala Thr He Ser Thr Gin Glu Arg Leu Cys Ser 

20 25 30 

Leu Ser Ser Leu Lys Gly Glu Glu Val Cys He Asp Gly He He Tyr 

35 40 45 

Asp Leu Gin Ser Phe Asp His Pro Gly Gly Glu Thr He Lys Met Phe 

50 ' 55 60 

Gly Gly, Asn Asp Val Thr Val Gin Tyr Lys Met He His Pro Tyr His 
65 70 75 go 

Thr Glu Lys His Leu Glu Lys Met Lys Arg Val Gly Lys Val Thr Asp 

85 90 95 

Phe Val Cys Glu Tyr Lys Phe Asp Thr Glu Phe Glu Arg Glu He Lys 

100 105 no 

Arg Glu Val Phe Lys He Val Arg Arg Gly Lys Asp Phe Gly Thr Leu 

115 120 125 

Gly Trp Phe Phe Arg Ala Phe Cys Tyr He Ala He Phe Phe Tyr Leu 

130 135 140 

Gin Tyr His Trp Val Thr Thr Gly Thr Ser Trp Leu Leu Ala Val Ala 
145 150 155 i 6 o 

Tyr Gly He Ser Gin Ala Met He Gly Met Asn Val Gin His Asp Ala 

165 170 175 

Asn His Gly Ala Thr Ser Lys Arg Pro Trp Val Asn Asp Met Leu Gly 

I 80 185 190 

Leu Gly Ala Asp Phe He Gly Gly Ser Lys Trp Leu Trp Gin Glu Gin 

195 200 205 

His Trp Thr His His Ala Tyr Thr Asn His Ala Glu Met Asp Pro Asp 

21° 215 220 

Ser Phe Gly Ala Glu Pro Met Leu Leu Phe Asn Asp Tyr Pro Leu Asp 
225 230 235 240 

Hxs Pro Ala Arg Thr Trp Leu His Arg Phe Gin Ala Phe Phe Tyr Met 

245 250 255 

Pro Val Leu Ala Gly Tyr Trp Leu Ser Ala Val Phe Asn Pro Gin He 

260 265 270 

Leu Asp Leu Gin Gin Arg Gly Ala Leu Ser Val Gly He Arg Leu Asp 

275 280 285 

Asn Ala Phe He His Ser Arg Arg Lys Tyr Ala Val Phe Trp Arg Ala 

290 295 300 

Val Tyr He Ala Val Asn Val He Ala Pro Phe Tyr Thr Asn Ser Gly 
305 310 315 320 

Leu Glu Trp Ser Trp Arg Val Phe Gly Asn He Met Leu Met Gly Val 
325 330 335 
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Ala 


Glu 


Ser 


Leu 


Ala 


Leu 


Ala 


Val Leu Phe Ser Leu 


Ser 


His 


Asn 


Phe 








340 








345 




350 






Glu 


Ser 


Ala 


Asp 


Arg 


Asp 


Pro 


Thr Ala Pro Leu Lys 


Lys 


Thr 


Gly 


Glu 






355 










360 


365 








Pro 


Val 


Asp 


Trp 


Phe 


Lys 


Thr 


Gin Val Glu Thr Ser 


Cys 


Thr 


Tyr 


Gly 




370 










375 


380 








Gly 


Phe 


Leu 


Ser 


Gly 


Cys 


Phe 


Thr Gly Gly Leu Asn 


Phe 


Gin 


Val 


Glu 


385 










390 




395 








400 


His 


His 


Leu 


Phe 


Pro 


Arg 


Met 


Ser Ser Ala Trp Tyr 


Pro 


Tyr 


He 


Ala 










405 






410 






415 




Pro 


Lys 


Val 


Arg 


Glu 


He 


Cys 


Ala Lys His Gly Val 


His 


Tyr 


Ala 


Tyr 








420 








425 




430 






Tyr 


Pro 


Trp 


He 


His 


Gin 


Asn 


Phe Leu Ser Thr Val 


Arg 


Tyr 


Met 


His 






435 










440 


445 








Ala 


Ala 


Gly Thr 


Gly 


Ala 


Asn 


Trp Arg Gin Met Ala 


Arg 


Glu 


Asn 


Pro 




450 










455 


460 










Leu 


Thr 


Gly Arg 


Ala 

















465 

<210> 60 

<211> 26 
<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<400> 60 

gaattcggcg cgccgagctc ctcgag 26 

<210> 61 

<211> 265 
<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<400> 61 

ccaccgcggt gggcggccgc ctgcagtcta gaaggcctcc tgctttaatg agatatgcga 60 
gacgcctatg atcgcatgat atttgctttc aattctgttg tgcacgttgt aaaaaacctg 120 
agcatgtgta gctcagatcc ttaccgccgg tttcggttca ttctaatgaa tatatcaccc 180 
gttactatcg tatttttatg aataatattc tccgttcaat ttactgattg tccgtcgacg 240 
aattcgagct cggcgcgcca agctt 265 

<210> 62 

<211> 257 
<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<400> 62 

ggatccgata tcgggcccgc tagcgttaac cctgctttaa tgagatatgc gagacgccta 60 
tgatcgcatg atatttgctt tcaattctgt tgtgcacgtt gtaaaaaacc tgagcatgtg 120 
tagctcagat ccttaccgcc ggtttcggtt cattctaatg aatatatcac ccgttactat 180 
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cgtattttta tgaataatat tctccgttca atttactgat tgtccgtcga cgaattcgag 240 
ctcggcgcgc caagctt 

257 



60 



<210> 63 

<211> 5410 
<212> DMA 

<213> artificial sequence 
<400> 63 

ttttggaaat gatttgcatg gaagccatgt gtaaaaccat gacatccact tggaggatgc D u 

aataatgaag aaaactacaa atttacatgc aactagttat gcatgtagtc tatataatga 120 

ggattttgca atactttcat tcatacacac tcactaagtt ttacacgatt ataatttctt 180 

catagccagc ggatccgata tcgggcccgc tagcgttaac cctgctttaa tgagatatgc 240 

gagacgccta tgatcgcatg atatttgctt tcaattctgt tgtgcacgtt gtaaaaaacc 300 

tgagcatgtg tagctcagat ccttaccgcc ggtttcggtt cattctaatg aatatatcac 360 

ccgttactat cgtattttta tgaataatat tctccgttca atttactgat tgtccgtcga 420 

gcaaatttac acattgccac taaacgtcta aacccttgta atttgttttt gttttactat 480 

gtgtgttatg tatttgattt gcgataaatt tttatatttg gtactaaatt tataacacct 540 

tttatgctaa cgtttgccaa cacttagcaa tttgcaagtt gattaattga ttctaaatta 600 

tttttgtctt ctaaatacat atactaatca actggaaatg taaatatttg ctaatatttc 660 

tactatagga gaattaaagt gagtgaatat ggtaccacaa ggtttggaga tttaattgtt 720 

gcaatgctgc atggatggca tatacaccaa acattcaata attcttgagg ataataatgg 780 

taccacacaa gatttgaggt gcatgaacgt cacgtggaca aaaggtttag taatttttca 840 

agacaacaat gttaccacac acaagttttg aggtgcatgc atggatgccc tgtggaaagt 900 

ttaaaaatat tttggaaatg atttgcatgg aagccatgtg taaaaccatg acatccactt 960 

ggaggatgca ataatgaaga aaactacaaa tttacatgca actagttatg catgtagtct 1020 

atataatgag gattttgcaa tactttcatt catacacact cactaagttt tacacgatta 1080 

taatttcttc atagccagca gatctgccgg catcgatccc gggccatggc ctgctttaat 1140 

gagatatgcg agacgcctat gatcgcatga tatttgcttt caattctgtt gtgcacgttg 1200 

taaaaaacct gagcatgtgt agctcagatc cttaccgccg gtttcggttc attctaatga 1260 

atatatcacc cgttactatc gtatttttat gaataatatt ctccgttcaa tttactgatt 1320 

gtccgtcgac gagctcggcg cgccaagctt ggcgtaatca tggtcatagc tgtttcctgt 1380 

gtgaaattgt tatccgctca caattccaca caacatacga gccggaagca taaagtgtaa 1440 

agcctggggt gcctaatgag tgagctaact cacattaatt gcgttgcgct cactgcccgc 1500 

tttccagtcg ggaaacctgt cgtgccagct gcattaatga atcggccaac gcgcggggag 1560 

aggcggtttg cgtattgggc gctcttccgc ttcctcgctc actgactcgc tgcgctcggt 1620 

cgttcggctg cggcgagcgg tatcagctca ctcaaaggcg gtaatacggt tatccacaga 1680 

atcaggggat aacgcaggaa agaacatgtg agcaaaaggc cagcaaaagg ccaggaaccg 1740 

taaaaaggcc gcgttgctgg cgtttttcca taggctccgc ccccctgacg agcatcacaa 1800 

aaatcgacgc tcaagtcaga ggtggcgaaa cccgacagga ctataaagat accaggcgtt 1860 

tccccctgga agctccctcg tgcgctctcc tgttccgacc ctgccgctta ccggatacct 1920 

gtccgccttt ctcccttcgg gaagcgtggc gctttctcat agctcacgct gtaggtatct 1980 

cagttcggtg taggtcgttc gctccaagct gggctgtgtg cacgaacccc ccgttcagcc 2040 

cgaccgctgc gccttatccg gtaactatcg tcttgagtcc aacccggtaa gacacgactt 2100 

atcgccactg gcagcagcca ctggtaacag gattagcaga gcgaggtatg taggcggtgc 2160 

tacagagttc ttgaagtggt ggcctaacta cggctacact agaaggacag tatttggtat 2220 

ctgcgctctg ctgaagccag ttaccttcgg aaaaagagtt ggtagctctt gatccggcaa 2280 

acaaaccacc gctggtagcg gtggtttttt tgtttgcaag cagcagatta cgcgcagaaa 2340 

aaaaggatct caagaagatc ctttgatctt ttctacgggg tctgacgctc agtggaacga 2400 

aaactcacgt taagggattt tggtcatgag attatcaaaa aggatcttca cctagatcct 2460 

tttaaattaa aaatgaagtt ttaaatcaat ctaaagtata tatgagtaaa cttggtctga 2520 
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cagttaccaa 
catagttgcc 
ccccagtgct 
aaaccagcca 
ccagtctatt 
caacgttgtt 
attcagctcc 
agcggttagc 
actcatggtt 
ttctgtgact 
ttgctcttgc 
gctcatcatt 
atccagttcg 
cagcgtttct 
gacacggaaa 
gggttattgt 
ggttccgcgc 
gacattaacc 
tgacggtgaa 
ggatgccggg 
ctggcttaac 
aataccgcac 
gcgcaactgt 
agggggatgt 
ttgtaaaacg 
ccactaaacg 
atttgcgata 
ccaacactta 
acatatacta 
aagtgagtga 
ggcatataca 
aggtgcatga 
acacacaagt 
aatgatttgc 
aagaaaacta 
gcaatacttt 
agcccaccgc 
cgagacgcct 
ctgagcatgt 
cccgttacta 
agcaaattta 
tgtgtgttat 
ttttatgcta 
atttttgtct 
ctactatagg 
tgcaatgctg 
gtaccacaca 
aagacaacaa 
tttaaaaata 

<210> 64 



tgcttaatca 
tgactccccg 
gcaatgatac 
gccggaaggg 
aattgttgcc 
gccattgcta 
ggttcccaac 
tccttcggtc 
atggcagcac 
ggtgagtact 
ccggcgtcaa 
ggaaaacgtt 
atgtaaccca 
gggtgagcaa 
tgttgaatac 
ctcatgagcg 
acatttcccc 
tataaaaata 
aacctctgac 
agcagacaag 
tatgcggcat 
agatgcgtaa 
tgggaagggc 
gctgcaaggc 
acggccagtg 
tctaaaccct 
aatttttata 
gcaatttgca 
atcaactgga 
atatggtacc 
ccaaacattc 
acgtcacgtg 
tttgaggtgc 
atggaagcca 
caaatttaca 
cattcataca 
ggtgggcggc 
atgatcgcat 
gtagctcaga 
tcgtattttt 
cacattgcca 
gtatttgatt 
acgtttgcca 
tctaaataca 
agaattaaag 
catggatggc 
agatttgagg 
tgttaccaca 



gtgaggcacc 
tcgtgtagat 
cgcgagaccc 
ccgagcgcag 
gggaagctag 
caggcatcgt 
gatcaaggcg 
ctccgatcgt 
tgcataattc 
caaccaagtc 
tacgggataa 
cttcggggcg 
ctcgtgcacc 
aaacaggaag 
tcatactctt 
gatacatatt 
gaaaagtgcc 
ggcgtatcac 
acatgcagct 
cccgtcaggg 
cagagcagat 
ggagaaaata 
gatcggtgcg 
gattaagttg 
aattcggcgc 
tgtaatttgt 
tttggtacta 
agttgattaa 
aatgtaaata 
acaaggtttg 
aataattctt 
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tatctcagcg 
aactacgata 
acgctcaccg 
aagtggtcct 
agtaagtagt 
ggtgtcacgc 
agttacatga 
tgtcagaagt 
tcttactgtc 
attctgagaa 
taccgcgcca 
aaaactctca 



gacaaaaggt 
atgcatggat 
tgtgtaaaac 
tgcaactagt 
cactcactaa 



cgcctgcagt 
gatatttgct 
tccttaccgc 
atgaataata 
ctaaacgtct 
tgcgataaat 
acacttagca 
tatactaatc 
tgagtgaata 
atatacacca 
tgcatgaacg 
cacaagtttt 



caactgatct 
gcaaaatgcc 
cctttttcaa 
tgaatgtatt 
acctgacgtc 
gaggcccttt 
cccggagacg 
cgcgtcagcg 
tgtactgaga 
ccgcatcagg 
ggcctcttcg 
ggtaacgcca 
gccgagctcc 
ttttgtttta 
aatttataac 
ttgattctaa 
tttgctaata 
gagatttaat 
gaggataata 
ttagtaattt 
gccctgtgga 
catgacatcc 
tatgcatgta 
gttttacacg 
ctagaaggcc 
ttcaattctg 
cggtttcggt 
ttctccgttc 
aaacccttgt 
ttttatattt 
atttgcaagt 
aactggaaat 
tggtaccaca 
aacattcaat 
tcacgtggac 
gaggtgcatg 



atctgtctat 
cgggagggct 
gctccagatt 
gcaactttat 
tcgccagtta 
tcgtcgtttg 
tcccccatgt 
aagttggccg 
atgccatccg 
tagtgtatgc 
catagcagaa 
aggatcttac 
tcagcatctt 
gcaaaaaagg 
tattattgaa 
tagaaaaata 
taagaaacca 
cgtctcgcgc 
gtcacagctt 
ggtgttggcg 
gtgcaccata 
cgccattcgc 
ctattacgcc 
gggttttccc 
tcgagcaaat 
ctatgtgtgt 
accttttatg 
attatttttg 
tttctactat 
tgttgcaatg 
atggtaccac 
ttcaagacaa 
aagtttaaaa 
acttggagga 
gtctatataa 
attataattt 
tcctgcttta 
ttgtgcacgt 
tcattctaat 
aatttactga 
aatttgtttt 
ggtactaaat 
tgattaattg 
gtaaatattt 
aggtttggag 
aattcttgag 
aaaaggttta 
catggatgcc 



ttcgttcatc 
taccatctgg 
tatcagcaat 
ccgcctccat 
atagtttgcg 
gtatggcttc 
tgtgcaaaaa 
cagtgttatc 
taagatgctt 
ggcgaccgag 
ctttaaaagt 
cgctgttgag 
ttactttcac 
gaataagggc 
gcatttatca 
aacaaatagg 
ttattatcat 
gtttcggtga 
gtctgtaagc 
Srgtgtcgggg 
tgcggtgtga 
cattcaggct 
agctggcgaa 
agtcacgacg 
ttacacattg 
tatgtatttg 
ctaacgtttg 
tcttctaaat 
aggagaatta 
ctgcatggat 
acaagatttg 
caatgttacc 
atattttgga 
tgcaataatg 
tgaggatttt 
cttcatagcc 
atgagatatg 
tgtaaaaaac 
gaatatatca 
ttgtccgtcg 
tgttttacta 
ttataacacc 
attctaaatt 
gctaatattt 
atttaattgt 
gataataatg 
gtaatttttc 
ctgtggaaag 



2580 

2640 

2700 

2760 

2820 

2880 

2940 

3000 

3060 

3120 

3180 

3240 

3300 

3360 

3420 

3480 

3540 

3600 

3660 

3720 

3780 

3840 

3900 

3960 

4020 

4080 

4140 

4200 

4260 

4320 

4380 

4440 

4500 

4560 

4620 

4680 

4740 

4800 

4860 

4920 

4980 

5040 

5100 

5160 

5220 

5280 

5340 

5400 

5410 
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<213> artificial sequence 
<400> 64 



60 



gatctggcgc cggccagcga gacgagcaag attggccgcc gcccgaaacg atccgacagc 

gcgcccagca caggtgcgca ggcaaattgc accaacgcat acagcgccag cagaatgcca 120 

tagtgggcgg tgacgtcgtt cgagtgaacc agatcgcgca ggaggcccgg cagcaccggc 180 

ataatcaggc cgatgccgac agcgtcgagc gcgacagtgc tcagaattac gatcaggggt 2*0 

atgttgggtt tcacgtctgg cctccggacc agcctccgct ggtccgattg aacgcgcgga 300 

ttctttatca ctgataagtt ggtggacata ttatgtttat cagtgataaa gtgtcaagca 360 

tgacaaagtt gcagccgaat acagtgatcc gtgccgccct ggacctgttg aacgaggtcg 420 

gcgtagacgg tctgacgaca cgcaaactgg cggaacggtt gggggttcag cagccggcgc 480 

tttactggca cttcaggaac aagcgggcgc tgctcgacgc actggccgaa gccatgctgg 540 

cggagaatca tacgcattcg gtgccgagag ccgacgacga ctggcgctca tttctgatcg 600 

ggaatgcccg cagcttcagg caggcgctgc tcgcctaccg cgatggcgcg cgcatccatg 660 

ccggcacgcg accgggcgca ccgcagatgg aaacggccga cgcgcagctt cgcttcctct 720 

gcgaggcggg tttttcggcc ggggacgccg tcaatgcgct gatgacaatc agctacttca 780 

ctgttggggc cgtgcttgag gagcaggccg gcgacagcga tgccggcgag cgcggcggca 840 

ccgttgaaca ggctccgctc tcgccgctgt tgcgggccgc gatagacgcc ttcgacgaag 900 

ccggtccgga cgcagcgttc gagcagggac tcgcggtgat tgtcgatgga ttggcgaaaa 960 

ggaggctcgt tgtcaggaac gttgaaggac cgagaaaggg tgacgattga tcaggaccgc 1020 

tgccggagcg caacccactc actacagcag agccatgtag acaacatccc ctcccccttt 1080 

ccaccgcgtc agacgcccgt agcagcccgc tacgggcttt ttcatgccct gccctagcgt 1140 

ccaagcctca cggccgcgct cggcctctct ggcggccttc tggcgctctt ccgcttcctc 1200 

gctcactgac tcgctgcgct cggtcgttcg gctgcggcga gcggtatcag ctcactcaaa 1260 

ggcggtaata cggttatcca cagaatcagg ggataacgca ggaaagaaca tgtgagcaaa 1320 

aggccagcaa aaggccagga accgtaaaaa ggccgcgttg ctggcgtttt tccataggct 1380 

ccgcccccct gacgagcatc acaaaaatcg acgctcaagt cagaggtggc gaaacccgac 1440 

aggactataa agataccagg cgtttccccc tggaagctcc ctcgtgcgct ctcctgttcc 1500 

gaccctgccg cttaccggat acctgtccgc ctttctccct tcgggaagcg tggcgctttt 1560 

ccgctgcata accctgcttc ggggtcatta tagcgatttt ttcggtatat ccatcctttt 1620 

tcgcacgata tacaggattt tgccaaaggg ttcgtgtaga ctttccttgg tgtatccaac 1680 

ggcgtcagcc gggcaggata ggtgaagtag gcccacccgc gagcgggtgt tccttcttca 1740 

ctgtccctta ttcgcacctg gcggtgctca acgggaatcc tgctctgcga ggctggccgg 1800 

ctaccgccgg cgtaacagat gagggcaagc ggatggctga tgaaaccaag ccaaccagga 1860 

agggcagccc acctatcaag gtgtactgcc ttccagacga acgaagagcg attgaggaaa 1920 

aggcggcggc ggccggcatg agcctgtcgg cctacctgct ggccgtcggc cagggctaca 1980 

aaatcacggg cgtcgtggac tatgagcacg tccgcgagct ggcccgcatc aatggcgacc 2040 

tgggccgcct gggcggcctg ctgaaactct ggctcaccga cgacccgcgc acggcgcggt 2100 

tcggtgatgc cacgatcctc gccctgctgg cgaagatcga agagaagcag gacgagcttg 2160 

gcaaggtcat gatgggcgtg gtccgcccga gggcagagcc atgacttttt tagccgctaa 2220 

aacggccggg gggtgcgcgt gattgccaag cacgtcccca tgcgctccat caagaagagc 2280 

gacttcgcgg agctggtgaa gtacatcacc gacgagcaag gcaagaccga gcgcctttgc 2340 

gacgctcacc gggctggttg ccctcgccgc tgggctggcg gccgtctatg gccctgcaaa 2400 

cgcgccagaa acgccgtcga agccgtgtgc gagacaccgc ggccgccggc gttgtggata 2460 

cctcgcggaa aacttggccc tcactgacag atgaggggcg gacgttgaca cttgaggggc 2520 

cgactcaccc ggcgcggcgt tgacagatga ggggcaggct cgatttcggc cggcgacgtg 2580 

gagctggcca gcctcgcaaa tcggcgaaaa cgcctgattt tacgcgagtt tcccacagat 26^0 

gatgtggaca agcctgggga taagtgccct gcggtattga cacttgaggg gcgcgactac 2700 

tgacagatga ggggcgcgat ccttgacact tgaggggcag agtgctgaca gatgaggggc 2760 

gcacctattg acatttgagg ggctgtccac aggcagaaaa tccagcattt gcaagggttt 2820 
ccgccegttt ttcggccacc gctaacctgt cttttaacct gcttttaaac caatatttat 



2880 



— 9 — — — — vnauai.l.Lau o O O VJ 

aaaccttgtt tttaaccagg gctgcgccct gtgcgcgtga ccgcgcacgc cgaagggggg 2940 
tgccccccct tctcgaaccc tcccggcccg ctaacgcggg cctcccatcc ccccaggggc 3000 
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tgcgcccctc ggccgcgaac ggcctcaccc caaaaatggc agcgctggca gtccttgcca 3060 

ttgccgggat cggggcagta acgggatggg cgatcagccc gagcgcgacg cccggaagca 3120 

ttgacgtgcc gcaggtgctg gcatcgacat tcagcgacca ggtgccgggc agtgagggcg 3180 

gcggcctggg tggcggcctg cccttcactt cggccgtcgg ggcattcacg gacttcatgg 3240 

cggggccggc aatttttacc ttgggcattc ttggcatagt ggtcgcgggt gccgtgctcg 3300 

tgttcggggg tgcgataaac ccagcgaacc atttgaggtg ataggtaaga ttataccgag 3360 

gtatgaaaac gagaattgga cctttacaga attactctat gaagcgccat atttaaaaag 3420 

ctaccaagac gaagaggatg aagaggatga ggaggcagat tgccttgaat atattgacaa 3480 

tactgataag ataatatatc ttttatatag aagatatcgc cgtatgtaag gatttcaggg 3540 

ggcaaggcat aggcagcgcg cttatcaata tatctataga atgggcaaag cataaaaact 3600 

tgcatggact aatgcttgaa acccaggaca ataaccttat agcttgtaaa ttctatcata 3660 

attgggtaat gactccaact tattgatagt gttttatgtt cagataatgc ccgatgactt 3720 

tgtcatgcag ctccaccgat tttgagaacg acagcgactt cogtcccagc cgtgccaggt 3780 

gctgcctcag attcaggtta tgccgctcaa ttcgctgcgt atatcgcttg ctgattacgt 3840 

gcagctttcc cttcaggcgg gattcataca gcggccagcc atccgtcatc catatcacca 3900 

cgtcaaaggg tgacagcagg ctcataagac gccccagcgt cgccatagtg cgttcaccga 3960 

atacgtgcgc aacaaccgtc ttccggagac tgtcatacgc gtaaaaoagc cagcgctggc 4020 

gcgatttagc cccgacatag ccccactgtt cgtccatttc cgcgcagacg atgacgtcac 4080 

tgcccggctg tatgcgcgag gttaccgact gcggcctgag ttttttaagt gacgtaaaat 4140 

cgtgttgagg ccaacgccca taatgcgggc tgttgcccgg catccaacgc cattcatggc 4200 

catatcaatg attttctggt gcgtaccggg ttgagaagcg gtgtaagtga actgcagttg 4260 

ccatgtttta cggcagtgag agcagagata gcgctgatgt ccggcggtgc ttttgccgtt 4320 

acgcaccacc ccgtcagtag ctgaacagga gggacagctg atagacacag aagccactgg 4380 

agcacctcaa aaacaccatc atacactaaa tcagtaagtt ggcagcatca cccataattg 4440 

tggtttcaaa atcggctccg tcgatactat gttatacgcc aactttgaaa acaactttga 4500 

aaaagctgtt ttctggtatt taaggtttta gaatgcaagg aacagtgaat tggagttcgt 4560 

cttgttataa ttagcttctt ggggtatctt taaatactgt agaaaagagg aaggaaataa 4620 

taaatggcta aaatgagaat atcaccggaa ttgaaaaaac tgatcgaaaa ataccgctgc 4680 

gtaaaagata cggaaggaat gtctcctgct aaggtatata agctggtggg agaaaatgaa 4740 

aacctatatt taaaaatgac ggacagccgg tataaaggga ccacctatga tgtggaacgg 4800 

gaaaaggaca tgatgctatg gctggaagga aagctgcctg ttccaaaggt cctgcacttt 4860 

gaacggcatg atggctggag caatctgctc atgagtgagg ccgatggcgt cctttgctcg 4920 

gaagagtatg aagatgaaca aagccctgaa aagattatcg agctgtatgc ggagtgcatc 4980 

aggctctttc actccatcga catatcggat tgtccctata cgaatagctt agacagccgc 5040 

ttagccgaat tggattactt actgaataac gatctggccg atgtggattg cgaaaactgg 5100 

gaagaagaca ctccatttaa agatccgcgc gagctgtatg attttttaaa gacggaaaag 5160 

cccgaagagg aacttgtctt ttcccacggc gacctgggag acagcaacat ctttgtgaaa 522 0 

gatggcaaag taagtggctt tattgatctt gggagaagcg gcagggcgga caagtggtat 5280 

gacattgcct tctgcgtccg gtcgatcagg gaggatatcg gggaagaaca gtatgtcgag 5340 

ctattttttg acttactggg gatcaagcct gattgggaga aaataaaata ttatatttta 5400 

ctggatgaat tgttttagta cctagatgtg gcgcaacgat gccggcgaca agcaggagcg 5460 

caccgacttc ttccgcatca agtgttttgg ctctcaggcc gaggcccacg gcaagtattt 552 0 

gggcaagggg tcgctggtat tcgtgcaggg caagattcgg aataccaagt acgagaagga 5580 

cggccagacg gtctacggga ccgacttcat tgccgataag gtggattatc tggacaccaa 5640 

ggcaccaggc gggtcaaatc aggaataagg gcacattgcc ccggcgtgag tcggggcaat 5700 

cccgcaagga gggtgaatga atcggacgtt tgaccggaag gcatacaggc aagaactgat 5760 

cgacgcgggg ttttccgccg aggatgccga aaccatcgca agccgcaccg tcatgcgtgc 582 0 

gccccgcgaa accttccagt ccgtcggctc gatggtccag caagctacgg ccaagatcga 5880 

gcgcgacagc gtgcaactgg ctccccctgc cctgcccgcg ccatcggccg ccgtggagcg 5940 

ttcgcgtcgt ctcgaacagg aggcggcagg tttggcgaag tcgatgacca tcgacacgcg 6000 

aggaactatg acgaccaaga agcgaaaaac cgccggcgag gacctggcaa aacaggtcag 6060 

cgaggccaag caggccgcgt tgctgaaaca cacgaagcag cagatcaagg aaatgcagct 6120 

ttccttgttc gatattgcgc cgtggccgga cacgatgcga gcgatgccaa acgacacggc 6180 

ccgctctgcc ctgttcacca cgcgcaacaa gaaaatcccg cgcgaggcgc tgcaaaacaa 6240 
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ggtcattttc cacgtcaaca aggacgtgaa gatcacctac accggcgtcg agctgcgggc 6300 

cgacgatgac gaactggtgt ggcagcaggt gttggagtac gcgaagcgca cccctatcgg 63 60 

cgagccgatc accttcacgt tctacgagct ttgccaggac ctgggctggt cgatcaatgg 6420 

ccggtattac acgaaggccg aggaatgcct gtcgcgccta caggcgacgg cgatgggctt 6480 

cacgtccgac cgcgttgggc acctggaatc ggtgtcgctg ctgcaccgct tccgcgtcct 6540 

ggaccgtggc aagaaaacgt cccgttgcca ggtcctgatc gacgaggaaa tcgtcgtgct 6600 

gtttgctggc gaccactaca cgaaattcat atgggagaag taccgcaagc tgtcgccgac 6660 

ggcccgacgg atgttcgact atttcagctc gcaccgggag ccgtacccgc tcaagctgga 6720 

aaccttccgc ctcatgtgcg gatcggattc cacccgcgtg aagaagtggc gcgagcaggt 6780 

cggcgaagcc tgcgaagagt tgcgaggcag cggcctggtg gaacacgcct gggtcaatga 6840 

tgacctggtg cattgcaaac gctagggcct tgtggggtca gttccggctg ggggttcagc 6900 

agccagcgct ttactggcat ttcaggaaca agcgggcact gctcgacgca cttgcttcgc 6960 

tcagtatcgc tcgggacgca cggcgcgctc tacgaactgc cgataaacag aggattaaaa 7020 

ttgacaattg tgattaaggc tcagattcga cggcttggag cggccgacgt gcaggatttc 7080 

cgcgagatcc gattgtcggc cctgaagaaa gctccagaga tgttcgggtc cgtttacgag 7140 

cacgaggaga aaaagcccat ggaggcgttc gctgaacggt tgcgagatgc cgtggcattc 7200 

ggcgcctaca tcgacggcga gatcattggg ctgtcggtct tcaaacagga ggacggcccc 7260 

aaggacgctc acaaggcgca tctgtccggc gttttcgtgg agcccgaaca gcgaggccga 7320 

ggggtcgccg gtatgctgct gcgggcgttg ccggcgggtt tattgctcgt gatgatcgtc 7380 

cgacagattc caacgggaat ctggtggatg cgcatcttca tcctcggcgc acttaatatt 7440 

tcgctattct ggagcttgtt gtttatttcg gtctaccgcc tgccgggcgg ggtcgcggcg 7500 

acggtaggcg ctgtgcagcc gctgatggtc gtgttcatct ctgccgctct gctaggtagc 7560 

ccgatacgat tgatggcggt cctgggggct atttgcggaa ctgcgggcgt ggcgctgttg 7620 

gtgttgacac caaacgcagc gctagatcct gtcggcgtcg cagcgggcct ggcgggggcg 7680 

gtttccatgg cgttcggaac cgtgctgacc cgcaagtggc aacctcccgt gcctctgctc 7740 

acctttaccg cctggcaact ggcggccgga ggacttctgc tcgttccagt agctttagtg 7800 

tttgatccgc caatcccgat gcctacagga accaatgttc tcggcctggc gtggctcggc 7860 

ctgatcggag cgggtttaac ctacttcctt tggttccggg ggatctcgcg actcgaacct 7920 

acagttgttt ccttactggg ctttctcagc cccagatctg gggtcgatca gccggggatg 7980 

catcaggccg acagtcggaa cttcgggtcc ccgacctgta ccattcggtg agcaatggat 8040 

aggggagttg atatcgtcaa cgttcacttc taaagaaata gcgccactca gcttcctcag 8100 

cggctttatc cagcgatttc ctattatgtc ggcatagttc tcaagatcga cagcctgtca 8160 

cggttaagcg agaaatgaat aagaaggctg ataattcgga tctctgcgag ggagatgata 8220 

tttgatcaca ggcagcaacg ctctgtcatc gttacaatca acatgctacc ctccgcgaga 8280 

tcatccgtgt ttcaaacccg gcagcttagt tgccgttctt ccgaatagca tcggtaacat 8340 

gagcaaagtc tgccgcctta caacggctct cccgctgacg ccgtcccgga ctgatgggct 8400 

gcctgtatcg agtggtgatt ttgtgccgag ctgccggtcg gggagctgtt ggctggctgg 8460 

tggcaggata tattgtggtg taaacaaatt gacgcttaga caacttaata acacattgcg 8520 

gacgttttta atgtactggg gtggtttttc ttttcaccag tgagacgggc aacagctgat 8580 

tgcccttcac cgcctggccc tgagagagtt gcagcaagcg gtccacgctg gtttgcccca 8640 

gcaggcgaaa atcctgtttg atggtggttc cgaaatcggc aaaatccctt ataaatcaaa 8700 

agaatagccc gagatagggt tgagtgttgt tccagtttgg aacaagagtc cactattaaa 8760 

gaacgtggac tccaacgtca aagggcgaaa aaccgtctat cagggcgatg gcccactacg 8820 

tgaaccatca cccaaatcaa gttttttggg gtcgaggtgc cgtaaagcac taaatcggaa 8880 

ccctaaaggg agcccccgat ttagagcttg acggggaaag ccggcgaacg tggcgagaaa 8940 

ggaagggaag aaagcgaaag gagcgggcgc cattcaggct gcgcaactgt tgggaagggc 9000 

gatcggtgcg ggcctcttcg ctattacgcc agctggcgaa agggggatgt gctgcaaggc 9060 

gattaagttg ggtaacgcca gggttttccc agtcacgacg ttgtaaaacg acggccagtg 9120 

aattaattcc catcttgaaa gaaatatagt ttaaatattt attgataaaa taacaagtca 9180 

ggtattatag tccaagcaaa aacataaatt tattgatgca agtttaaatt cagaaatatt 9240 

tcaataactg attatatcag ctggtacatt gccgtagatg aaagactgag tgcgatatta 9300 

tgtgtaatac ataaattgat gatatagcta gcttagctca tcgggggatc cgtcgaagct 9360 

agcttgggtc ccgctcagaa gaactcgtca agaaggcgat agaaggcgat gcgctgcgaa 9420 

tcgggagcgg cgataccgta aagcacgagg aagcggtcag cccattcgcc gccaagctct 9480 
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tcagcaatat 
ccacagtcga 
tcgccatggg 
agttcggctg 
gcttccatcc 
gtagccggat 
gcaggagcaa 
tcccttcccg 
agccacgata 
ttgacaaaaa 
ccgattgtct 
cctgcgtgca 
tctggattga 
agtggagcat 
acgcgcaata 
tgagtggctc 
gtcatcggcg 
gcgccatcag 
cttaccagag 
gtctagctat 
ttcccttgtc 
actggctttc 
gcgtgaagct 
attgccacta 
tttgatttgc 
tttgccaaca 
aaatacatat 
attaaagtga 
ggatggcata 
tttgaggtgc 
taccacacac 
tggaaatgat 
aatgaagaaa 
ttttgcaata 
agccagccca 
tatgcgagac 
aaacctgagc 
atcacccgtt 
gtcgacgaat 
gctccttcaa 
ggcgggggtc 
ccttcagttt 
gagcgtttat 
tttgtatgtg 



cacgggtagc 
tgaatccaga 
tcacgacgag 
gcgcgagccc 
gagtacgtgc 
caagcgtatg 
ggtgagatga 
cttcagtgac 
gccgcgctgc 
gaaccgggcg 
gttgtgccca 
atccatcttg 
gagtgaatat 
ttttgacaag 
atggtttctg 
cttcaacgtt 

srgggtcataa 

atccttggcg 
ggcgccccag 
cgccatgtaa 
cagatagccc 
tacgtgttcc 
tgcatgcctg 
aacgtctaaa 
gataaatttt 
cttagcaatt 
actaatcaac 
gtgaatatgg 
tacaccaaac 
atgaacgtca 
aagttttgag 
ttgcatggaa 
actacaaatt 
ctttcattca 



ccgcggtggg 
gcctatgatc 
atgtgtagct 
actatcgtat 
tcgagctcgg 
cgttgcggtt 
ataacgtgac 
aaactatcag 
tagaataatc 
catgccaacc 



caacgctatg 
aaagcggcca 
atcctcgccg 
ctgatgctct 
tcgctcgatg 
cagccgccgc 
caggagatcc 
aacgtcgagc 
ctcgtcctgc 
cccctgcgct 
gtcatagccg 
ttcaatccaa 
gagactctaa 
aaatatttgc 
acgtatgtgc 
gcggttctgt 
cgtgactccc 
gcaagaaagc 
ctggcaattc 
gcccactgca 
agtagctgac 
gcttccttta 
caggtcgacg 
cccttgtaat 
tatatttggt 
tgcaagttga 
tggaaatgta 
taccacaagg 
attcaataat 
cgtggacaaa 
gtgcatgcat 
gccatgtgta 
tacatgcaac 
tacacactca 
cggccgcctg 
gcatgatatt 
cagatcctta 
ttttatgaat 
cgcgcctcta 
ctgtcagttc 
tcccttaatt 
tgtttgacag 
ggatatttaa 
acagggttcc 
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tcctgatagc 
ttttccacca 
tcgggcatgc 
tcgtccagat 
cgatgtttcg 
attgcatcag 
tgccccggca 
acagctgcgc 
agttcattca 
gacagccgga 
aatagcctct 
gctcccatgg 
ttggataccg 
tagctgatag 
ttagctcatt 
cagttccaaa 
ttaattctcc 
catccagttt 
cggttcgctt 
agctacctgc 
attcatccgg 
gcagcccttg 
gcgcgccgag 
ttgtttttgt 
actaaattta 
ttaattgatt 
aatatttgct 
tttggagatt 
tcttgaggat 
aggtttagta 
ggatgccctg 
aaaccatgac 
tagttatgca 
ctaagtttta 
cagtctagaa 
tgctttcaat 
ccgccggttt 
aatattctcc 
gaggatcgat 
caaacgtaaa 
ctccgctcat 
gatatattgg 
aagggcgtga 
cca 



ggtccgccac 
tgatattcgg 
gcgccttgag 
catcctgatc 
cttggtggtc 
ccatgatgga 
cttcgcccaa 



aaggaacgcc 

gggcaccgga 

acacggcggc 

ccacccaagc 

gccctcgact 

aggggaattt 

tgaccttagg 

aaactccaga 

cgtaaaacgg 

gctcatgatc 

actttgcagg 

gctgtccata 

tttctctttg 

ggtcagcacc 

cgccctgagt 

ctcctcgagc 

tttactatgt 

taacaccttt 

ctaaattatt 

aatatttcta 

taattgttgc 

aataatggta 

atttttcaag 

tggaaagttt 

atccacttgg 

tgtagtctat 

cacgattata 

ggcctcctgc 

tctgttgtgc 

cggttcattc 

gttcaattta 

gaattcagat 

acggcttgtc 

gatcagattg 

cgggtaaacc 

aaaggtttat 



acccagccgg 
caagcaggca 
cctggcgaac 
gacaagaccg 
gaatgggcag 
tactttctcg 
tagcagccag 
cgtcgtggcc 
caggtcggtc 
atcagagcag 
ggccggagaa 
agagtcgaga 
atggaacgtc 
cgacttttga 
aacccgcggc 
cttgtcccgc 
ttgatcccct 
gcttcccaac 
aaaccgccca 
cgcttgcgtt 
gtttctgcgg 
gcttgcggca 
aaatttacac 
gtgttatgta 
tatgctaacg 
tttgtcttct 
ctataggaga 
aatgctgcat 
ccacacaaga 
acaacaatgt 
aaaaatattt 
aggatgcaat 
ataatgagga 
atttcttcat 
tttaatgaga 
acgttgtaaa 
taatgaatat 
ctgattgtcc 
cggctgagtg 
ccgcgtcatc 
tcgtttcccg 
taagagaaaa 
ccttcgtcca 
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<400> 65 

gatctggcgc cggccagcga gacgagcaag attggccgcc gcccgaaacg atccgacagc 60 

gcgcccagca caggtgcgca ggcaaattgc accaacgcat acagcgccag cagaatgcca 120 

tagtgggcgg tgacgtcgtt cgagtgaacc agatcgcgca ggaggcccgg cagcaccggc 180 

ataatcaggc cgatgccgac agcgtcgagc gcgacagtgc tcagaattac gatcaggggt 240 

atgttgggtt tcacgtctgg cctccggacc agcctccgct ggtccgattg aacgcgcgga 300 

ttctttatca ctgataagtt ggtggacata ttatgtttat cagtgataaa gtgtcaagca 360 

tgacaaagtt gcagccgaat acagtgatcc gtgccgccct ggacctgttg aacgaggtcg 420 

gcgtagacgg tctgacgaca cgcaaactgg cggaacggtt gggggttcag cagccggcgc 480 

tttactggca cttcaggaac aagcgggcgc tgctcgacgc actggccgaa gccatgctgg 540 

cggagaatca tacgcattcg gtgccgagag ccgacgacga ctggcgctca tttctgatcg 600 

ggaatgcccg cagcttcagg caggcgctgc tcgcctaccg cgatggcgcg cgcatccatg 660 

ccggcacgcg accgggcgca ccgcagatgg aaacggccga cgcgcagctt cgcttcctct 720 

gcgaggcggg tttttcggcc ggggacgccg tcaatgcgct gatgacaatc agctacttca 780 

ctgttggggc cgtgcttgag gagcaggccg gcgacagcga tgccggcgag cgcggcggca 840 

ccgttgaaca ggctccgctc tcgccgctgt tgcgggccgc gatagacgcc ttcgacgaag 900 

ccggtccgga cgcagcgttc gagcagggac tcgcggtgat tgtcgatgga ttggcgaaaa 960 

ggaggctcgt tgtcaggaac gttgaaggac cgagaaaggg tgacgattga tcaggaccgc 1020 

tgccggagcg oaacccactc actacagcag agccatgtag acaacatccc ctcccccttt 1080 

ccaccgcgtc agacgcccgt agcagcccgc tacgggcttt ttcatgccct gccctagcgt 1140 

ccaagcctca cggccgcgct cggcctctct ggcggccttc tggcgctctt ccgcttcctc 1200 

gctcactgac tcgctgcgct cggtcgttcg gctgcggcga gcggtatcag ctcactcaaa 1260 

ggcggtaata cggttatcca oagaatcagg ggataacgca ggaaagaaca tgtgagcaaa 1320 

aggccagcaa aaggccagga accgtaaaaa ggccgcgttg ctggcgtttt tccataggct 1380 

ccgcccccct gacgagcatc acaaaaatcg acgctcaagt cagaggtggc gaaacccgac 1440 

aggactataa agataocagg cgtttccccc tggaagctcc ctcgtgcgct ctcctgttcc 1500 

gaccctgccg cttaccggat acctgtccgc ctttctccct tcgggaagcg tggcgctttt 1560 

ccgctgcata accctgcttc ggggtcatta tagcgatttt ttcggtatat ccatcctttt 1620 

tcgcacgata tacaggattt tgccaaaggg ttcgtgtaga ctttccttgg tgtatccaac 1680 

ggcgtcagcc gggcaggata ggtgaagtag gcccacccgc gagcgggtgt tccttcttca 1740 

ctgtccctta ttcgcacctg gcggtgctca acgggaatcc tgctctgcga ggctggccgg 1800 

ctaccgccgg cgtaacagat gagggcaagc ggatggctga tgaaaccaag ccaaccagga 1860 

agggcagccc acctatcaag gtgtactgcc ttccagacga acgaagagcg attgaggaaa 1920 

aggcggcggc ggccggcatg agcctgtcgg cctacctgct ggccgtcggc cagggctaca 1980 

aaatcacggg cgtcgtggac tatgagcacg tccgcgagct ggcccgcatc aatggcgacc 2040 

tgggccgcct gggcggcctg ctgaaactct ggctcaccga cgacccgcgc acggcgcggt 2100 

tcggtgatgc cacgatcctc gccctgctgg cgaagatcga agagaagcag gacgagcttg 2160 

goaaggtcat gatgggcgtg gtccgcccga gggcagagcc atgacttttt tagccgctaa 2220 

aacggccggg gggtgcgcgt gattgccaag cacgtcccca tgcgctccat caagaagagc 2280 

gacttcgcgg agctggtgaa gtacatcacc gacgagcaag gcaagaccga gcgcctttgc 2340 

gacgctcacc gggctggttg ccctcgccgc tgggctggcg gccgtctatg gccctgcaaa 2400 

cgcgccagaa acgccgtcga agccgtgtgc gagacaccgc ggccgccggc gttgtggata 2460 

cctcgcggaa aacttggccc tcactgacag atgaggggcg gacgttgaca cttgaggggc 2520 

cgactcaccc ggcgcggcgt tgacagatga ggggcaggct cgatttcggc cggcgacgtg 2580 

gagctggcca gcctcgcaaa tcggcgaaaa cgcctgattt tacgcgagtt tcccacagat 2640 

gatgtggaca agcctgggga taagtgccct gcggtattga cacttgaggg gcgcgactac 2700 

tgacagatga ggggcgcgat ccttgacact tgaggggcag agtgctgaca gatgaggggc 2760 

gcacctattg acatttgagg ggctgtccac aggcagaaaa tccagcattt gcaagggttt 2820 

ccgcccgttt ttcggccacc gctaacctgt cttttaacct gcttttaaac caatatttat 2880 

aaaccttgtt tttaaccagg gctgcgccct gtgcgcgtga ccgcgcacgc cgaagggggg 2940 

tgccccccct tctcgaaccc tcccggcccg ctaacgcggg cctcccatcc ccccaggggc 3000 
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tgcgcccctc 
ttgccgggat 
ttgacgtgcc 
gcggcctggg 
cggggccggc 
tgttcggggg 
gtatgaaaac 
ctaccaagac 
tactgataag 
ggcaaggcat 
tgcatggact 
attgggtaat 
tgtcatgcag 
gctgcctcag 
gcagctttcc 
cgtcaaaggg 
atacgtgcgc 
gcgatttagc 
tgcccggctg 
cgtgttgagg 
catatcaatg 
ccatgtttta 
acgcaccacc 
agcacctcaa 
tggtttcaaa 
aaaagctgtt 
cttgttataa 
taaatggcta 
gtaaaagata 
aacctatatt 
gaaaaggaca 
gaacggcatg 
gaagagtatg 
aggctctttc 
ttagccgaat 
gaagaagaca 
cccgaagagg 
gatggcaaag 
gacattgcct 
ctattttttg 
ctggatgaat 
caccgacttc 
gggcaagggg 
cggccagacg 
ggcaccaggc 
cccgcaagga 
cgacgcgggg 
gccccgcgaa 
gcgcgacagc 
ttcgcgtcgt 
aggaactatg 
cgaggccaag 
ttccttgttc 
ccgctctgcc 
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ggccgcgaac 
cggggcagta 
gcaggtgctg 
tggcggcctg 
aatttttacc 
tgcgataaac 
gagaattgga 
gaagaggatg 
ataatatatc 



aggcagcgcg 
aatgcttgaa 
gactccaact 
ctccaccgat 
attcaggtta 
cttcaggcgg 
tgacagcagg 
aacaaccgtc 
cccgacatag 
tatgcgcgag 
ccaacgccca 
attttctggt 
cggcagtgag 
ccgtcagtag 
aaacaccatc 
atcggctccg 
ttctggtatt 
ttagcttctt 
aaatgagaat 
cggaaggaat 
taaaaatgac 
tgatgctatg 
atggctggag 
aagatgaaca 
actccatcga 
tggattactt 
ctccatttaa 
aacttgtctt 
taagtggctt 
tctgcgtccg 
acttactggg 
tgttttagta 
ttccgcatca 
tcgctggtat 
gtctacggga 
gggtcaaatc 
gggtgaatga 
ttttccgccg 
accttccagt 
gtgcaactgg 
ctcgaacagg 
acgaccaaga 
caggccgcgt 
gatattgcgc 
ctgttcacca 



ggcctcaccc 
a cgggatggg 
gcatcgacat 
cccttcactt 
ttgggcattc 
ccagcgaacc 
cctttacaga 
aagaggatga 
ttttatatag 
cttatcaata 
acccaggaca 
tattgatagt 
tttgagaacg 
tgccgctcaa 
gattcataca 
ctcataagac 
ttccggagac 
ccccactgtt 
gttaccgact 
taatgcgggc 
gcgtaccggg 
agcagagata 
ctgaacagga 
atacactaaa 
tcgatactat 
taaggtttta 

ggggtatctt 

atcaccggaa 
gtctcctgct 
ggacagccgg 
gctggaagga 
caatctgctc 
aagccctgaa 
catatcggat 
actgaataac 
agatccgcgc 
ttcccacggc 
tattgatctt 
gtcgatcagg 
gatcaagcct 
cctagatgtg 
agtgttttgg 
tcgtgcaggg 
ccgacttcat 
aggaataagg 
atcggacgtt 
aggatgccga 
ccgtcggctc 
ctccccctgc 
aggcggcagg 
agcgaaaaac 
tgctgaaaca 
cgtggccgga 
cgcgcaacaa 



caaaaatggc agcgctggca gtccttgcca 3060 
cgatcagccc gagcgcgacg cccggaagca 3120 
tcagcgacca ggtgccgggc agtgagggcg 3180 
cggccgtcgg ggcattcacg gacttcatgg 3240 
ttggcatagt ggtcgcgggt gccgtgctcg 3300 
atttgaggtg ataggtaaga ttataccgag 3360 
attactctat gaagcgccat atttaaaaag 3420 
ggaggcagat tgccttgaat atattgacaa 3480 
aagatatcgc cgtatgtaag gatttcaggg 3540 
tatctataga atgggcaaag cataaaaact 3 600 
ataaccttat agcttgtaaa ttctatcata 3 660 
gttttatgtt cagataatgc ccgatgactt 3720 
acagcgactt ccgtcccagc cgtgccaggt 3780 
ttcgctgcgt atatcgcttg ctgattacgt 3 840 
gcggccagcc atccgtcatc catatcacca 3900 
gccccagcgt cgccatagtg cgttcaccga 3960 
tgtcatacgc gtaaaacagc cagcgctggc 4 020 
cgtccatttc cgcgcagacg atgacgtcac 4080 

gcggcctgag ttttttaagt gacgtaaaat 4140 

tgttgcccgg catccaacgc cattcatggc 4200 

ttgagaagcg gtgtaagtga actgcagttg 4260 

gcgctgatgt ccggcggtgc ttttgccgtt 4320 

gggacagctg atagacacag aagccactgg 4380 

tcagtaagtt ggcagcatca cccataattg 4440 

gttatacgcc aactttgaaa acaactttga 4500 

gaatgcaagg aacagtgaat tggagttcgt 4560 

taaatactgt agaaaagagg aaggaaataa 4620 

ttgaaaaaac tgatcgaaaa ataccgctgc 4680 

aaggtatata agctggtggg agaaaatgaa 4740 

tataaaggga ccacctatga tgtggaacgg 4800 

aagctgcctg ttccaaaggt cctgcacttt 4860 

atgagtgagg ccgatggcgt cctttgctcg 4920 

aagattatcg agctgtatgc ggagtgcatc 4980 

tgtccctata cgaatagctt agacagccgc 5040 

gatctggccg atgtggattg cgaaaactgg 5100 

gagctgtatg attttttaaa gacggaaaag 5160 

gacctgggag acagcaacat ctttgtgaaa 5220 

gggagaagcg gcagggcgga caagtggtat 5280 

gaggatatcg gggaagaaca gtatgtcgag 5340 

gattgggaga aaataaaata ttatatttta 5400 

gcgcaacgat gccggcgaca agcaggagcg 5460 

ctctcaggcc gaggcccacg gcaagtattt 5520 

caagattcgg aataccaagt acgagaagga 5580 

tgccgataag gtggattatc tggacaccaa 5640 

gcacattgcc ccggcgtgag tcggggcaat 5700 

tgaccggaag gcatacaggc aagaactgat 5760 

aaccatcgca agccgcaccg tcatgcgtgc 5820 

gatggtccag caagctacgg ccaagatcga 5880 

cctgcccgcg ccatcggccg ccgtggagcg 5940 

tttggcgaag tcgatgacca tcgacacgcg 6000 

cgccggcgag gacctggcaa aacaggtcag 6060 

cacgaagcag cagatcaagg aaatgcagct 6120 

cacgatgcga gcgatgccaa acgacacggc 6180 

gaaaatcccg cgcgaggcgc tgcaaaacaa 6240 
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ggtcattttc 
cgacgatgac 
cgagccgatc 
ccggtattac 
cacgtccgac 
ggaccgtggc 
gtttgctggc 
ggcccgacgg 
aaccttccgc 
cggcgaagcc 
tgacctggtg 
agccagcgct 
tcagtatcgc 
ttgacaattg 
cgcgagatcc 



cacgtcaaca 
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cacgaggaga 
ggcgcctaca 
aaggacgctc 

ggggtcgccg 

cgacagattc 
tcgctattct 
acggtaggcg 
ccgatacgat 
gtgttgacac 
gtttccatgg 
acctttaccg 
tttgatccgc 
ctgatcggag 
acagttgttt 
catcaggccg 
aggggagttg 
cggctttatc 
cggttaagcg 
tttgatcaca 
tcatccgtgt 
gagcaaagtc 
gcctgtatcg 
tggcaggata 
gacgttttta 
tgcccttcac 
gcaggcgaaa 
agaatagccc 
gaacgtggac 
tgaaccatca 
ccctaaaggg 
ggaagggaag 
gatcggtgcg 
gattaagttg 
aattaattcc 
ggtattatag 
tcaataactg 
tgtgtaatac 
agcttgggtc 
tcgggagcgg 



gaactggtgt 
accttcacgt 
acgaaggccg 
cgcgttgggc 
aagaaaacgt 
gaccactaca 
atgttcgact 
ctcatgtgcg 
tgcgaagagt 
cattgcaaac 
ttactggcat 
tcgggacgca 
tgattaaggc 
gattgtcggc 
aaaagcccat 
tcgacggcga 
acaaggcgca 
gtatgctgct 
caacgggaat 
ggagcttgtt 
ctgtgcagcc 
tgatggcggt 
caaacgcagc 
cgttcggaac 
cctggcaact 
caatcccgat 
cgggtttaac 
ccttactggg 
acagtcggaa 
atatcgtcaa 
cagcgatttc 
agaaatgaat 
ggcagcaacg 
ttcaaacccg 
tgccgcctta 
agtggtgatt 
tattgtggtg 
atgtactggg 
cgcctggccc 
atcctgtttg 
gagatagggt 
tccaacgtca 
cccaaatcaa 
agcccccgat 
aaagcgaaag 
ggcctcttcg 
ggtaacgcca 
catcttgaaa 
tccaagcaaa 
attatatcag 
ataaattgat 
ccgctcagaa 
cgataccgta 



aggacgtgaa gatcacctac 
ggcagcaggt gttggagtac 
tctacgagct ttgccaggac 
aggaatgcct gtcgcgccta 
acctggaatc ggtgtcgctg 
cccgttgcca ggtcctgatc 
cgaaattcat atgggagaag 
atttcagctc gcaccgggag 
gatcggattc cacccgcgtg 
tgcgaggcag cggcctggtg 
gctagggcct tgtggggtca 
ttcaggaaca agcgggcact 
cggcgcgctc tacgaactgc 
tcagattcga cggcttggag 
cctgaagaaa gctccagaga 
ggaggcgttc gctgaacggt 
gatcattggg ctgtcggtct 
tctgtccggc gttttcgtgg 
gcgggcgttg ccggcgggtt 
ctggtggatg cgcatcttca 
gtttatttcg gtctaccgcc 
gctgatggtc gtgttcatct 
cctgggggct atttgcggaa 
gctagatcct gtcggcgtcg 
cgtgctgacc cgcaagtggc 
ggcggccgga ggacttctgc 
gcctacagga accaatgttc 
ctacttcctt tggttccggg 
ctttctcagc cccagatctg 
cttcgggtcc ccgacctgta 
cgttcacttc taaagaaata 
ctattatgtc ggcatagttc 
aagaaggctg ataattcgga 
ctctgtcatc gttacaatca 
gcagcttagt tgccgttctt 
caacggctct cccgctgacg 
ttgtgccgag ctgccggtcg 
taaacaaatt gacgcttaga 
gtggtttttc ttttcaccag 
tgagagagtt gcagcaagcg 
atggtggttc cgaaatcggc 
tgagtgttgt tccagtttgg 
aagggcgaaa aaccgtctat 
gttttttggg gtcgaggtgc 
ttagagcttg acggggaaag 
gagcgggcgc cattcaggct 
ctattacgcc agctggcgaa 
gggttttccc agtcacgacg 
gaaatatagt ttaaatattt 
aacataaatt tattgatgca 
ctggtacatt gccgtagatg 
gatatagcta gcttagctca 
gaactcgtca agaaggcgat 
aagcacgagg aagcggtcag 



accggcgtcg 
gcgaagcgca 
ctgggctggt 
caggcgacgg 
ctgcaccgct 
gacgaggaaa 
taccgcaagc 
ccgtacccgc 
aagaagtggc 
gaacacgcct 
gttccggctg 
gctcgacgca 
cgataaacag 
cggccgacgt 
tgttcgggtc 
tgcgagatgc 
tcaaacagga 
agcccgaaca 
tattgctcgt 
tcctcggcgc 
tgccgggcgg 
ctgccgctct 
ctgcgggcgt 
cagcgggcct 
aacctcccgt 
tcgttccagt 
tcggcctggc 
ggatctcgcg 
gggtcgatca 
ccattcggtg 
gcgccactca 
tcaagatcga 
tctctgcgag 
acatgctacc 
ccgaatagca 
ccgtcccgga 
gggagctgtt 
caacttaata 
tgagacgggc 
gtccacgctg 
aaaatccctt 
aacaagagtc 
cagggcgatg 
cgtaaagcac 
ccggcgaacg 
gcgcaactgt 
agggggatgt 
ttgtaaaacg 
attgataaaa 
agtttaaatt 
aaagactgag 
tcgggggatc 
agaaggcgat 
cccattcgcc 



agctgcgggc 
cccctatcgg 
cgatcaatgg 
cgatgggctt 
tccgcgtcct 
tcgtcgtgct 
tgtcgccgac 
tcaagctgga 
gcgagcaggt 
gggtcaatga 
ggggttcagc 
cttgcttcgc 
aggattaaaa 
gcaggatttc 
cgtttacgag 
cgtggcattc 
ggacggcccc 
gcgaggccga 
gatgatcgtc 
acttaatatt 
ggtcgcggcg 
gctaggtagc 
ggcgctgttg 
ggcgggggcg 
gcctctgctc 
agctttagtg 
gtggctcggc 
actcgaacct 
gccggggatg 
agcaatggat 
gcttcctcag 
cagcctgtca 
ggagatgata 
ctccgcgaga 
tcggtaacat 
ctgatgggct 
ggctggctgg 
acacattgcg 
aacagctgat 
gtttgcccca 
ataaatcaaa 
cactattaaa 
gcccactacg 
taaatcggaa 
tggcgagaaa 
tgggaagggc 
gctgcaaggc 
acggccagtg 
taacaagtca 
cagaaatatt 
tgcgatatta 
cgtcgaagct 
gcgctgcgaa 
gccaagctct 
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tcagcaatat 
ccacagtcga 
tcgccatggg 
agttcggctg 
gcttccatcc 
gtagccggat 
gcaggagcaa 
tcccttcccg 
agccacgata 
ttgacaaaaa 
ccgattgtct 
cctgcgtgca 
tctggattga 
agtggagcat 
acgcgcaata 
tgagtggctc 
gtcatcggcg 
gcgccatcag 
cttaccagag 
gtctagctat 
ttcccttgtc 
actggctttc 
gcgtgaagct 
attgccacta 
tttgatttgc 
tttgccaaca 
aaatacatat 
attaaagtga 
ggatggcata 
tttgaggtgc 
taccacacac 
tggaaatgat 
aatgaagaaa 
ttttgcaata 
agccagcgga 
acgcctatga 
gcatgtgtag 
ttactatcgt 
attcgagctc 
aacgttgcgg 
tcataacgtg 
ttaaactatc 
attagaataa 
tgcatgccaa 



cacgggtagc 
tgaatccaga 
tcacgacgag 
gcgcgagccc 
gagtacgtgc 
caagcgtatg 
ggtgagatga 
cttcagtgac 
gccgcgctgc 
gaaccgggcg 
gttgtgccca 
atccatcttg 
gagtgaatat 
ttttgacaag 
atggtttctg 
cttcaacgtt 
ggggtcataa 
atccttggcg 
ggcgccccag 
cgccatgtaa 
cagatagccc 
tacgtgttcc 
tgcatgcctg 
aacgtctaaa 
gataaatttt 
cttagcaatt 
actaatcaac 
gtgaatatgg 
tacaccaaac 
atgaacgtca 
aagttttgag 
ttgcatggaa 
actacaaatt 
ctttcattca 
tccgatatcg 
tcgcatgata 
ctcagatcct 
atttttatga 
ggcgcgcctc 
ttctgtcagt 
actcccttaa 
agtgtttgac 
tcggatattt 



ccacagggtt 



caacgctatg 
aaagcggcca 
atcctcgccg 
ctgatgctct 
tcgctcgatg 
cagccgccgc 
caggagatcc 
aacgtcgagc 
ctcgtcctgc 
cccctgcgct 
gtcatagccg 
ttcaatccaa 
gagactctaa 
aaatatttgc 
acgtatgtgc 
gcggttctgt 
cgtgactccc 
gcaagaaagc 
ctggcaattc 
gcccactgca 
agtagctgac 
gcttccttta 
caggtcgacg 
cccttgtaat 
tatatttggt 
tgcaagttga 
tggaaatgta 
taccacaagg 
attcaataat 
cgtggacaaa 
gtgcatgcat 
gccatgtgta 
tacatgcaac 
tacacactca 
ggcccgctag 
tttgctttca 
taccgccggt 
ataatattct 
tagaggatcg 
tccaaacgta 
ttctccgctc 
aggatatatt 
aaaagggcgt 
cccca 
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tcctgatagc 
ttttccacca 
tcgggcatgc 
tcgtccagat 
cgatgtttcg 
attgcatcag 
tgccccggca 
acagctgcgc 
agttcattca 



gacagccgga 
aatagcctct 
gctcccatgg 
ttggataccg 
tagctgatag 
ttagctcatt 
cagttccaaa 
ttaattctcc 
catccagttt 
cggttcgctt 
agctacctgc 
attcatccgg 
gcagcccttg 
gcgcgccgag 
ttgtttttgt 
actaaattta 
ttaattgatt 
aatatttgct 
tttggagatt 
tcttgaggat 
aggtttagta 
ggatgccctg 
aaaccatgac 
tagttatgca 
ctaagtttta 
cgttaaccct 
attctgttgt 
ttcggttcat 
ccgttcaatt 
atgaattcag 
aaacggcttg 
atgatcagat 
ggcgggtaaa 
gaaaaggttt 



ggtccgccac 
tgatattcgg 
gcgccttgag 
catcctgatc 
cttggtggtc 
ccatgatgga 
cttcgcccaa 
aaggaacgcc 
gggcaccgga 
acacggcggc 
ccacccaagc 
gccctcgact 
aggggaattt 
tgaccttagg 
aaactccaga 
cgtaaaacgg 
gctcatgatc 
actttgcagg 
gctgtccata 
tttctctttg 
ggtcagcacc 
cgccctgagt 
ctcctcgagc 
tttactatgt 
taacaccttt 
ctaaattatt 
aatatttcta 
taattgttgc 
aataatggta 
atttttcaag 
tggaaagttt 
atccacttgg 
tgtagtctat 
cacgattata 
gctttaatga 
gcacgttgta 
tctaatgaat 
tactgattgt 
atcggctgag 
tcccgcgtca 
tgtcgtttcc 
cctaagagaa 
atccttcgtc 



acccagccgg 

caagcaggca 

cctggcgaac 

gacaagaccg 

gaatgggcag 

tactttctcg 

tagcagccag 

cgtcgtggcc 

caggtcggtc 

atcagagcag 

ggccggagaa 

agagtcgaga 

atggaacgtc 

cgacttttga 

aacccgcggc 

cttgtcccgc 

ttgatcccct 

gcttcccaac 



aaaccgccca 
cgcttgcgtt 
gtttctgcgg 
gcttgcggca 
aaatttacac 
gtgttatgta 
tatgctaacg 
tttgtcttct 
ctataggaga 
aatgctgcat 
ccacacaaga 
acaacaatgt 
aaaaatattt 
aggatgcaat 
ataatgagga 
atttcttcat 
gatatgcgag 
aaaaacctga 
atatcacccg 
ccgtcgacga 
tggctccttc 
tcggcggggg 
cgccttcagt 
aagagcgttt 
catttgtatg 



9540 
9600 
9660 
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9780 
9840 
9900 
9960 
10020 
10080 
10140 
10200 
10260 
10320 
10380 
10440 
10500 
10560 
10620 
10680 
10740 
10800 
10860 
10920 
10980 
11040 
11100 
11160 
11220 
11280 
11340 
11400 
11460 
11520 
11580 
11640 
11700 
11760 
11820 
11880 
11940 
12000 
12060 
12085 
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gcgcccagca caggtgcgca ggcaaattgc 
tagtgggcgg tgacgtcgtt cgagtgaacc 
ataatcaggc cgatgccgac agcgtcgagc 
atgttgggtt tcacgtctgg cctccggacc 
ttctttatca ctgataagtt ggtggacata 
tgacaaagtt gcagccgaat acagtgatcc 
gcgtagacgg tctgacgaca cgcaaactgg 
tttactggca cttcaggaac aagcgggcgc 
cggagaatca tacgcattcg gtgccgagag 
ggaatgcccg cagcttcagg caggcgctgc 
ccggcacgcg accgggcgca ccgcagatgg 
gcgaggcggg tttttcggcc ggggacgccg 
ctgttggggc cgtgcttgag gagcaggccg 
ccgttgaaca ggctccgctc tcgccgctgt 
ccggtccgga cgcagcgttc gagcagggac 
ggaggctcgt tgtcaggaac gttgaaggac 
tgccggagcg caacccactc actacagcag 
ccaccgcgtc agacgcccgt agcagcccgc 
ccaagcctca cggccgcgct cggcctctct 
gctcactgac tcgctgcgct cggtcgttcg 
ggcggtaata cggttatcca cagaatcagg 
aggccagcaa aaggccagga accgtaaaaa 
ccgcccccct gacgagcatc acaaaaatcg 
aggactataa agataccagg cgtttccccc 
gaccctgccg cttaccggat acctgtccgc 
ccgctgcata accctgcttc ggggtcatta 
tcgcacgata tacaggattt tgccaaaggg 
ggcgtcagcc gggcaggata ggtgaagtag 
ctgtccctta ttcgcacctg gcggtgctca 
ctaccgccgg cgtaacagat gagggcaagc 
agggcagccc acctatcaag gtgtactgcc 
aggcggcggc ggccggcatg agcctgtcgg 
aaatcacggg cgtcgtggac tatgagcacg 
tgggccgcct gggcggcctg ctgaaactct 
tcggtgatgc cacgatcctc gccctgctgg 
gcaaggtcat gatgggcgtg gtccgcccga 
aacggccggg gggtgcgcgt gattgccaag 
gacttcgcgg agctggtgaa gtacatcacc 
gacgctcacc gggctggttg ccctcgccgc 
cgcgccagaa acgccgtcga agccgtgtgc 
cctcgcggaa aacttggccc tcactgacag 
cgactcaccc ggcgcggcgt tgacagatga 
gagctggcca gcctcgcaaa tcggcgaaaa 
gatgtggaca agcctgggga taagtgccct 
tgacagatga ggggcgcgat ccttgacact 
gcacctattg acatttgagg ggctgtccac 
ccgcccgttt ttcggccacc gctaacctgt 
aaaccttgtt tttaaccagg gctgcgccct 
tgccccccct tctcgaaccc tcccggcccg 
tgcgcccctc ggccgcgaac ggcctcaccc 
ttgccgggat cggggcagta acgggatggg 
ttgacgtgcc gcaggtgctg gcatcgacat 
gcggcctggg tggcggcctg cccttcactt 
cggggccggc aatttttacc ttgggcattc 



93 

accaacgcat acagcgccag cagaatgcca 120 

agatcgcgca ggaggcccgg cagcaccggc 180 

gcgacagtgc tcagaattac gatcaggggt 240 

agcctccgct ggtccgattg aacgcgcgga 300 

ttatgtttat cagtgataaa gtgtcaagca 360 

gtgccgccct ggacctgttg aacgaggtcg 420 

cggaacggtt gggggttcag cagccggcgc 480 

tgctcgacgc actggccgaa gccatgctgg 540 

ccgacgacga ctggcgctca tttctgatcg 600 

tcgcctaccg cgatggcgcg cgcatccatg 660 

aaacggccga cgcgcagctt cgcttcctct 720 

tcaatgcgct gatgacaatc agctacttca 780 

gcgacagcga tgccggcgag cgcggcggca 840 

tgcgggccgc gatagacgcc ttcgacgaag 900 

tcgcggtgat tgtcgatgga ttggcgaaaa 960 

cgagaaaggg tgacgattga tcaggaccgc 1020 

agccatgtag acaacatccc ctcccccttt 1080 

tacgggcttt ttcatgccct gccctagcgt 1140 

ggcggccttc tggcgctctt ccgcttcctc 1200 

gctgcggcga gcggtatcag ctcactcaaa 1260 

ggataacgca ggaaagaaca tgtgagcaaa 1320 

ggccgcgttg ctggcgtttt tccataggct 1380 

acgctcaagt cagaggtggc gaaacccgac 1440 

tggaagctcc ctcgtgcgct ctcctgttcc 1500 

ctttctccct tcgggaagcg tggcgctttt 1560 

tagcgatttt ttcggtatat ccatcctttt 1620 

ttcgtgtaga ctttccttgg tgtatccaac 1680 

gcccacccgc gagcgggtgt tccttcttca 1740 

acgggaatcc tgctctgcga ggctggccgg 1800 

ggatggctga tgaaaccaag ccaaccagga 1860 

ttccagacga acgaagagcg attgaggaaa 1920 

cctacctgct ggccgtcggc cagggctaca 1980 

tccgcgagct ggcccgcatc aatggcgacc 2040 

ggctcaccga cgacccgcgc acggcgcggt 2100 

cgaagatcga agagaagcag gacgagcttg 2160 

gggcagagcc atgacttttt tagccgctaa 2220 

cacgtcccca tgcgctccat caagaagagc 2280 

gacgagcaag gcaagaccga gcgcctttgc 2340 

tgggctggcg gccgtctatg gccctgcaaa 2400 

gagacaccgc ggccgccggc gttgtggata 2460 

atgaggggcg gacgttgaca cttgaggggc 2520 

ggggcaggct cgatttcggc cggcgacgtg 2580 

cgcctgattt tacgcgagtt tcccacagat 2640 

gcggtattga cacttgaggg gcgcgactac 2700 

tgaggggcag agtgctgaca gatgaggggc 2760 

aggcagaaaa tccagcattt gcaagggttt 2820 

cttttaacct gcttttaaac caatatttat 2880 

gtgcgcgtga ccgcgcacgc cgaagggggg 2940 

ctaacgcggg cctcccatcc ccccaggggc 3 000 

caaaaatggc agcgctggca gtccttgcca 3060 

cgatcagccc gagcgcgacg cccggaagca 3120 

tcagcgacca ggtgccgggc agtgagggcg 3180 

cggccgtcgg ggcattcacg gacttcatgg 3240 

ttggcatagt ggtcgcgggt gccgtgctcg 3300 
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tgttcggggg 
gtatgaaaac 
ctaccaagac 
tactgataag 
ggcaaggcat 
tgcatggact 
attgggtaat 
tgtcatgcag 
gctgcctcag 
gcagctttcc 
cgtcaaaggg 
atacgtgcgc 
gcgatttagc 
tgcccggctg 
cgtgttgagg 
catatcaatg 
ccatgtttta 
acgcaccacc 
agcacctcaa 
tggtttcaaa 
aaaagctgtt 
cttgttataa 
taaatggcta 
gtaaaagata 
aacctatatt 
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gaaaaggaca 

gaacggcatg 

gaagagtatg 

aggctctttc 

ttagccgaat 

gaagaagaca 

cccgaagagg 

gatggcaaag 

gacattgcct 

ctattttttg 

ctggatgaat 

caccgacttc 

gggcaagggg 

cggccagacg 

ggcaccaggc 

cccgcaagga 

cgacgcgggg 

gccccgcgaa 

gcgcgacagc 

ttcgcgtcgt 

aggaactatg 

cgaggccaag 

ttccttgttc 

ccgctctgcc 

ggtcattttc 

cgacgatgac 

cgagccgatc 

ccggtattac 

cacgtccgac 



tgcgataaac ccagcgaacc atttgaggtg ataggtaaga ttataccgag 
gagaattgga cctttacaga attactctat gaagcgccat atttaaaaag 
gaagaggatg aagaggatga ggaggcagat tgccttgaat atattgacaa 
ataatatatc ttttatatag aagatatcgc cgtatgtaag gatttcaggg 
aggcagcgcg cttatcaata tatctataga atgggcaaag cataaaaact 
aatgcttgaa acccaggaca ataaccttat agcttgtaaa ttctatcata 
gactccaact tattgatagt gttttatgtt cagataatgc ccgatgactt 
ctccaccgat tttgagaacg acagcgactt ccgtcccagc cgtgccaggt 
attcaggtta tgccgctcaa ttcgctgcgt atatcgcttg ctgattacgt 
cttcaggcgg gattcataca gcggccagcc atccgtcatc catatcacca 
tgacagcagg ctcataagac gccccagcgt cgccatagtg cgttcaccga 
aacaaccgtc ttccggagac tgtcatacgc gtaaaacagc cagcgctggc 
cccgacatag ccccactgtt cgtccatttc cgcgcagacg atgacgtcac 
tatgcgcgag gttaccgact gcggcctgag ttttttaagt gacgtaaaat 
ccaacgccca taatgcgggc tgttgcccgg catccaacgc cattcatggc 
attttctggt gcgtaccggg ttgagaagcg gtgtaagtga actgcagttg 
cggcagtgag agcagagata gcgctgatgt ccggcggtgc ttttgccgtt 
ccgtcagtag ctgaacagga gggacagctg atagacacag aagccactgg 
aaacaccatc atacactaaa tcagtaagtt ggcagcatca cccataattg 
atcggctccg tcgatactat gttatacgcc aactttgaaa acaactttga 
ttctggtatt taaggtttta gaatgcaagg aacagtgaat tggagttcgt 
ttagcttctt ggggtatctt taaatactgt agaaaagagg aaggaaataa 
aaatgagaat atcaccggaa ttgaaaaaac tgatcgaaaa ataccgctgc 
cggaaggaat gtctcctgct aaggtatata agctggtggg agaaaatgaa 
taaaaatgac ggacagccgg tataaaggga ccacctatga tgtggaacgg 
tgatgctatg gctggaagga aagctgcctg ttccaaaggt cctgcacttt 
atggctggag caatctgctc atgagtgagg ccgatggcgt cctttgctcg 
aagatgaaca aagccctgaa aagattatcg agctgtatgc ggagtgcatc 
actccatcga catatcggat tgtccctata cgaatagctt agacagccgc 
tggattactt actgaataac gatctggccg atgtggattg cgaaaactgg 
ctccatttaa agatccgcgc gagctgtatg attttttaaa gacggaaaag 
aacttgtctt ttcccacggc gacctgggag acagcaacat ctttgtgaaa 
taagtggctt tattgatctt gggagaagcg gcagggcgga caagtggtat 
tctgcgtccg gtcgatcagg gaggatatcg gggaagaaca gtatgtcgag 
acttactggg gatcaagcct gattgggaga aaataaaata ttatatttta 
tgttttagta cctagatgtg gcgcaacgat gccggcgaca agcaggagcg 
ttccgcatca agtgttttgg ctctcaggcc gaggcccacg gcaagtattt 
tcgctggtat tcgtgcaggg caagattcgg aataccaagt acgagaagga 
gtctacggga ccgacttcat tgccgataag gtggattatc tggacaccaa 
gggtcaaatc aggaataagg gcacattgcc ccggcgtgag tcggggcaat 
gggtgaatga atcggacgtt tgaccggaag gcatacaggc aagaactgat 
ttttccgccg aggatgccga aaccatcgca agccgcaccg tcatgcgtgc 
accttccagt ccgtcggctc gatggtccag caagctacgg ccaagatcga 
gtgcaactgg ctccccctgc cctgcccgcg ccatcggccg ccgtggagcg 
ctcgaacagg aggcggcagg tttggcgaag tcgatgacca tcgacacgcg 
acgaccaaga agcgaaaaac cgccggcgag gacctggcaa aacaggtcag 
caggccgcgt tgctgaaaca cacgaagcag cagatcaagg aaatgcagct 
gatattgcgc cgtggccgga cacgatgcga gcgatgccaa acgacacggc 
ctgttcacca cgcgcaacaa gaaaatcccg cgcgaggcgc tgcaaaacaa 
cacgtcaaca aggacgtgaa gatcacctac accggcgtcg agctgcgggc 
gaactggtgt ggcagcaggt gttggagtac gcgaagcgca cccctatcgg 
accttcacgt tctacgagct ttgccaggac ctgggctggt cgatcaatgg 
acgaaggccg aggaatgcct gtcgcgccta caggcgacgg cgatgggctt 
cgcgttgggc acctggaatc ggtgtcgctg ctgcaccgct tccgcgtcct 
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ggaccgtggc 
gtttgctggc 
ggcccgacgg 
aaccttccgc 
cggcgaagcc 
tgacctggtg 
agccagcgct 
tcagtatcgc 
ttgacaattg 
cgcgagatcc 
cacgaggaga 
ggcgcctaca 
aaggacgctc 
ggggtcgccg 
cgacagattc 
tcgctattct 
acggtaggcg 
ccgatacgat 
gtgttgacac 
gtttccatgg 
acctttaccg 
tttgatccgc 
ctgatcggag 
acagttgttt 
catcaggccg 
aggggagttg 
cggctttatc 
cggttaagcg 
tttgatcaca 
tcatccgtgt 
gagcaaagtc 
gcctgtatcg 
tggcaggata 
gacgttttta 
tgcccttcac 
gcaggcgaaa 
agaatagccc 
gaacgtggac 
tgaaccatca 
ccctaaaggg 
ggaagggaag 
gatcggtgcg 
gattaagttg 
aattaattcc 
ggtattatag 
tcaataactg 
tgtgtaatac 
agcttgggtc 
tcgggagcgg 
tcagcaatat 
ccacagtcga 
tcgccatggg 
agttcggctg 
gcttccatcc 
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aagaaaacgt 
gaccactaca 
atgttcgact 
ctcatgtgcg 
tgcgaagagt 
cattgcaaac 
ttactggcat 
tcgggacgca 
tgattaaggc 
gattgtcggc 
aaaagcccat 
tcgacggcga 
acaaggcgca 
gtatgctgct 
caacgggaat 
ggagcttgtt 
ctgtgcagcc 
tgatggcggt 
caaacgcagc 
cgttcggaac 
cctggcaact 
caatcccgat 
cgggtttaac 
ccttactggg 
acagtcggaa 
atatcgtcaa 
cagcgatttc 
agaaatgaat 
ggcagcaacg 
ttcaaacccg 
tgccgcctta 
agtggtgatt 
tattgtggtg 
atgtactggg 
cgcctggccc 
atcctgtttg 
gagatagggt 
tccaacgtca 
cccaaatcaa 



cccgttgcca 
cgaaattcat 
atttcagctc 
gatcggattc 
tgcgaggcag 
gctagggcct 
ttcaggaaca 
cggcgcgctc 
tcagattcga 
cctgaagaaa 
ggaggcgttc 
gatcattggg 
tctgtccggc 
gcgggcgttg 
ctggtggatg 
gtttatttcg 
gctgatggtc 
cctgggggct 
gctagatcct 
cgtgctgacc 
ggcggccgga 
gcctacagga 
ctacttcctt 



agcccccgat 
aaagcgaaag 
ggcctcttcg 
ggtaacgcca 
catcttgaaa 
tccaagcaaa 
attatatcag 
ataaattgat 
ccgctcagaa 
cgataccgta 
cacgggtagc 
tgaatccaga 
tcacgacgag 
gcgcgagccc 
gagtacgtgc 



ctttctcagc 
cttcgggtcc 
cgttcacttc 
ctattatgtc 
aagaaggctg 
ctctgtcatc 
gcagcttagt 
caacggctct 
ttgtgccgag 
taaacaaatt 
gtggtttttc 
tgagagagtt 
atggtggttc 
tgagtgttgt 
aagggcgaaa 
gttttttggg 
ttagagcttg 
gagcgggcgc 
ctattacgcc 
gggttttccc 
gaaatatagt 
aacataaatt 
ctggtacatt 
gatatagcta 
gaactcgtca 
aagcacgagg 
caacgctatg 
aaagcggcca 
atcctcgccg 
ctgatgctct 
tcgctcgatg 



ggtcctgatc 
atgggagaag 
gcaccgggag 
cacccgcgtg 
cggcctggtg 
tgtggggtca 
agcgggcact 
tacgaactgc 
cggcttggag 
gctccagaga 
gctgaacggt 
ctgtcggtct 
gttttcgtgg 
ccggcgggtt 
cgcatcttca 
gtctaccgcc 
gtgttcatct 
atttgcggaa 
gtcggcgtcg 
cgcaagtggc 
ggacttctgc 
accaatgttc 
tggttccggg 
cccagatctg 
ccgacctgta 
taaagaaata 
ggcatagttc 
ataattcgga 
gttacaatca 
tgccgttctt 
cccgctgacg 
ctgccggtcg 
gacgcttaga 
ttttcaccag 
gcagcaagcg 
cgaaatcggc 
tccagtttgg 
aaccgtctat 
gtcgaggtgc 
acggggaaag 
cattcaggct 
agctggcgaa 
agtcacgacg 
ttaaatattt 
tattgatgca 
gccgtagatg 
gcttagctca 
agaaggcgat 
aagcggtcag 
tcctgatagc 
ttttccacca 
tcgggcatgc 
tcgtccagat 
cgatgtttcg 



gacgaggaaa 
taccgcaagc 
ccgtacccgc 
aagaagtggc 
gaacacgcct 
gttccggctg 
gctcgacgca 
cgataaacag 
cggccgacgt 
tgttcgggtc 
tgcgagatgc 
tcaaacagga 
agcccgaaca 
tattgctcgt 
tcctcggcgc 
tgccgggcgg 
ctgccgctct 
ctgcgggcgt 
cagcgggcct 
aacctcccgt 
tcgttccagt 
tcggcctggc 
ggatctcgcg 
gggtcgatca 
ccattcggtg 
gcgccactca 
tcaagatcga 
tctctgcgag 
acatgctacc 
ccgaatagca 
ccgtcccgga 
gggagctgtt 
caacttaata 
tgagacgggc 
gtccacgctg 
aaaatccctt 
aacaagagtc 
cagggcgatg 
cgtaaagcac 
ccggcgaacg 
gcgcaactgt 
agggggatgt 
ttgtaaaacg 
attgataaaa 
agtttaaatt 
aaagactgag 
tcgggggatc 
agaaggcgat 
cccattcgcc 
ggtccgccac 
tgatattcgg 
gcgccttgag 
catcctgatc 
cttggtggtc 



tcgtcgtgct 
tgtcgccgac 
tcaagctgga 
gcgagcaggt 
gggtcaatga 

ggggttcagc 

cttgcttcgc 
aggattaaaa 
gcaggatttc 
cgtttacgag 
cgtggcattc 
ggacggcccc 
gcgaggccga 
gatgatcgtc 
acttaatatt 
ggtcgcggcg 
gctaggtagc 
ggcgctgttg 
ggcgggggcg 
gcctctgctc 
agctttagtg 
gtggctcggc 
actcgaacct 
gccggggatg 
agcaatggat 
gcttcctcag 
cagcctgtca 
ggagatgata 
ctccgcgaga 
tcggtaacat 
ctgatgggct 
ggctggctgg 
acacattgcg 
aacagctgat 
gtttgcccca 
ataaatcaaa 
cactattaaa 
gcccactacg 
taaatcggaa 
tggcgagaaa 
tgggaagggc 
gctgcaaggc 
acggccagtg 
taacaagtca 
cagaaatatt 
tgcgatatta 
cgtcgaagct 
gcgctgcgaa 
gccaagctct 
acccagccgg 
caagcaggca 
cctggcgaac 
gacaagaccg 
gaatgggcag 



6600 

6660 

6720 

6780 

6840 

6900 

6960 

7020 

7080 

7140 

7200 

7260 

7320 

7380 

7440 

7500 

7560 

7620 

7680 

7740 

7800 

7860 

7920 

7980 

8040 

8100 

8160 

8220 

8280 

8340 

8400 

8460 

8520 

8580 

8640 

8700 

8760 

8820 

8880 

8940 

9000 

9060 

9120 

9180 

9240 

9300 

9360 

9420 

9480 

9540 

9600 

9660 

9720 

9780 
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gtagccggat 
gcaggagcaa 
tcccttcccg 
agccacgata 
ttgacaaaaa 
ccgattgtct 
cctgcgtgca 
tctggattga 
agtggagcat 
acgcgcaata 
tgagtggctc 
gtcatcggcg 
gcgccatcag 
cttaccagag 
gtctagctat 
ttcccttgtc 
actggctttc 
gcgtgaagct 
attgccacta 
tttgatttgc 
tttgccaaca 
aaatacatat 
attaaagtga 
ggatggcata 
tttgaggtgc 
taccacacac 
tggaaatgat 
aatgaagaaa 
ttttgcaata 
agccagcaga 
acgcctatga 
gcatgtgtag 
ttactatcgt 
gctcggcgcg 
gcggttctgt 
cgtgactccc 
tatcagtgtt 
ataatcggat 
ccaaccacag 

<210> 67 



caagcgtatg 
ggtgagatga 
cttcagtgac 
gccgcgctgc 
gaaccgggcg 
gttgtgccca 
atccatcttg 
gagtgaatat 
ttttgacaag 
atggtttctg 
cttcaacgtt 

ggggtcataa 

atccttggcg 
ggcgccccag 
cgccatgtaa 
cagatagccc 
tacgtgttcc 
tgcatgcctg 
aacgtctaaa 
gataaatttt 
cttagcaatt 
actaatcaac 
gtgaatatgg 
tacaccaaac 
atgaacgtca 
aagttttgag 
ttgcatggaa 
actacaaatt 
ctttcattca 
tctgccggca 
tcgcatgata 
ctcagatcct 
atttttatga 
cctctagagg 
cagttccaaa 
ttaattctcc 
tgacaggata 
atttaaaagg 
ggttcccca 



cagccgccgc 
caggagatcc 
aacgtcgagc 
ctcgtcctgc 
cccctgcgct 
gtcatagccg 
ttcaatccaa 
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attgcatcag 
tgccccggca 
acagctgcgc 
agttcattca 



gagactctaa 
aaatatttgc 
acgtatgtgc 
gcggttctgt 
cgtgactccc 
gcaagaaagc 
ctggcaattc 
gcccactgca 
agtagctgac 
gcttccttta 
caggtcgacg 
cccttgtaat 
tatatttggt 
tgcaagttga 
tggaaatgta 
taccacaagg 
attcaataat 
cgtggacaaa 
gtgcatgcat 
gccatgtgta 
tacatgcaac 
tacacactca 
tcgatcccgg 
tttgctttca 
taccgccggt 
ataatattct 
atcgatgaat 
cgtaaaacgg 
gctcatgatc 
tattggcggg 
gcgtgaaaag 



gacagccgga 
aatagcctct 
gctcccatgg 
ttggataccg 
tagctgatag 
ttagctcatt 
cagttccaaa 
ttaattctcc 
catccagttt 
cggttcgctt 
agctacctgc 
attcatccgg 
gcagcccttg 
gcgcgccgag 
ttgtttttgt 
actaaattta 
ttaattgatt 
aatatttgct 
tttggagatt 
tcttgaggat 
aggtttagta 
ggatgccctg 
aaaccatgac 
tagttatgca 
ctaagtttta 
gccatggcct 
attctgttgt 
ttcggttcat 
ccgttcaatt 
tcagatcggc 
cttgtcccgc 
agattgtcgt 
taaacctaag 
gtttatcctt 



ccatgatgga 
cttcgcccaa 
aaggaacgcc 
gggcaccgga 
acacggcggc 
ccacccaagc 
gccctcgact 
aggggaattt 
tgaccttagg 
aaactccaga 
cgtaaaacgg 
gctcatgatc 
actttgcagg 
gctgtccata 
tttctctttg 
ggtcagcacc 
cgccctgagt 
ctcctcgagc 
tttactatgt 
taacaccttt 
ctaaattatt 
aatatttcta 
taattgttgc 
aataatggta 
atttttcaag 
tggaaagttt 
atccacttgg 
tgtagtctat 
cacgattata 
gctttaatga 
gcacgttgta 
tctaatgaat 
tactgattgt 
tgagtggctc 
gtcatcggcg 
ttcccgcctt 
agaaaagagc 
cgtccatttg 



tactttctcg 
tagcagccag 
cgtcgtggcc 
caggtcggtc 
atcagagcag 
ggccggagaa 
agagtcgaga 
atggaacgtc 
cgacttttga 
aacccgcggc 
cttgtcccgc 
ttgatcccct 
gcttcccaac 
aaaccgccca 
cgcttgcgtt 
gtttctgcgg 
gcttgcggca 
aaatttacac 
gtgttatgta 
tatgctaacg 
tttgtcttct 
ctataggaga 
aatgctgcat 
ccacacaaga 
acaacaatgt 
aaaaatattt 
aggatgcaat 
ataatgagga 
atttcttcat 
gatatgcgag 
aaaaacctga 
atatcacccg 
ccgtcgacga 
cttcaacgtt 

ggggtcataa 

cagtttaaac 
gtttattaga 
tatgtgcatg 



9840 
9900 
9960 
10020 
10080 
10140 
10200 
10260 
10320 
10380 
10440 
10500 
10560 
10620 
10680 
10740 
10800 
10860 
10920 
10980 
11040 
11100 
11160 
11220 
11280 
11340 
11400 
11460 
11520 
11580 
11640 
11700 
11760 
11820 
11880 
11940 
12000 
12060 
12079 



<211> 13002 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> Sfions^ ™* L Promotor "^^tinator-Expre 

<400> 67 



ga.ctggcgc cggccagcga gacgagcaag attggccgcc gcccgaaacg atccgacagc 
gcgcccagca caggtgcgca ggcaaattgc accaacgcat acagcgccag cagaatgcca 
tagtgggcgg tgacgtcgtt cgagtgaacc agatcgcgca ggaggcccgg cagcaccggc 
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ataatcaggc 
atgttgggtt 
ttctttatca 
tgacaaagtt 
gcgtagacgg 
tttactggca 
cggagaatca 
ggaatgcccg 
ccggcacgcg 
gcgaggcggg 
ctgttggggc 
ccgttgaaca 
ccggtccgga 
ggaggctcgt 
tgccggagcg 
ccaccgcgtc 
ccaagcctca 
gctcactgac 
ggcggtaata 
aggccagcaa 
ccgcccccct 
aggactataa 
gaccctgccg 
ccgctgcata 
tcgcacgata 
ggcgtcagcc 
ctgtccctta 
ctaccgccgg 
agggcagccc 
aggcggcggc 
aaatcacggg 
tgggccgcct 
tcggtgatgc 
gcaaggtcat 
aacggccggg 
gacttcgcgg 
gacgctcacc 
cgcgccagaa 
cctcgcggaa 
cgactcaccc 
gagctggcca 
gatgtggaca 
tgacagatga 
gcacctattg 
ccgcccgttt 
aaaccttgtt 
tgccccccct 
tgcgcccctc 
ttgccgggat 
ttgacgtgcc 
gcggcctggg 
cggggccggc 
tgttcggggg 
gtatgaaaac 



cgatgccgac 
tcacgtctgg 
ctgataagtt 
gcagccgaat 
tctgacgaca 
cttcaggaac 
tacgcattcg 
cagcttcagg 
accgggcgca 
tttttcggcc 
cgtgcttgag 
ggctccgctc 
cgcagcgttc 
tgtcaggaac 
caacccactc 
agacgcccgt 
cggccgcgct 
tcgctgcgct 
cggttatcca 
aaggccagga 
gacgagcatc 
agataccagg 
cttaccggat 
accctgcttc 
tacaggattt 
gggcaggata 
ttcgcacctg 
cgtaacagat 
acctatcaag 
ggccggcatg 
cgtcgtggac 
gggcggcctg 
cacgatcctc 
gatgggcgtg 
Srggtgcgcgt 
agctggtgaa 
gggctggttg 
acgccgtcga 
aacttggccc 
ggcgcggcgt 
gcctcgcaaa 
agcctgggga 
ggggcgcgat 
acatttgagg 
ttcggccacc 
tttaaccagg 
tctcgaaccc 
ggccgcgaac 
cggggcagta 
gcaggtgctg 
tggcggcctg 
aatttttacc 
tgcgataaac 
gagaattgga 



agcgtcgagc 
cctccggacc 
ggtggacata 
acagtgatcc 
cgcaaactgg 
aagcgggcgc 
gtgccgagag 
caggcgctgc 
ccgcagatgg 
ggggacgccg 
gagcaggccg 
tcgccgctgt 
gagcagggac 
gttgaaggac 
actacagcag 
agcagcccgc 
cggcctctct 
cggtcgttcg 
cagaatcagg 
accgtaaaaa 
acaaaaatcg 
cgtttccccc 
acctgtccgc 
ggggtcatta 

tgccaaaggg 
ggtgaagtag 
gcggtgctca 
gagggcaagc 
gtgtactgcc 
agcctgtcgg 
tatgagcacg 
ctgaaactct 
gccctgctgg 
gtccgcccga 
gattgccaag 
gtacatcacc 
ccctcgccgc 
agccgtgtgc 
tcactgacag 
tgacagatga 
tcggcgaaaa 
taagtgccct 
ccttgacact 
ggctgtccac 
gctaacctgt 
gctgcgccct 
tcccggcccg 
ggcctcaccc 



acgggatggg 
gcatcgacat 
cccttcactt 
ttgggcattc 
ccagcgaacc 
cctttacaga 
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gcgacagtgc 
agcctccgct 
ttatgtttat 
gtgccgccct 
cggaacggtt 
tgctcgacgc 
ccgacgacga 
tcgcctaccg 
aaacggccga 
tcaatgcgct 
gcgacagcga 
tgcgggccgc 
tcgcggtgat 
cgagaaaggg 
agccatgtag 
tacgggcttt 
ggcggccttc 
gctgcggcga 
ggataacgca 
ggccgcgttg 
acgctcaagt 
tggaagctcc 
ctttctccct 
tagcgatttt 
ttcgtgtaga 
gcccacccgc 
acgggaatcc 
ggatggctga 
ttccagacga 
cctacctgct 
tccgcgagct 
ggctcaccga 
cgaagatcga 
gggcagagcc 
cacgtcccca 
gacgagcaag 
tgggctggcg 
gagacaccgc 
atgaggggcg 

ggggcaggct 

cgcctgattt 
gcggtattga 
tgaggggcag 
aggcagaaaa 
cttttaacct 
gtgcgcgtga 
ctaacgcggg 
caaaaatggc 
c gat cage cc 
tcagcgacca 
cggccgtcgg 
ttggcatagt 
atttgaggtg 
attactctat 



tcagaattac 
ggtccgattg 
cagtgataaa 
ggacctgttg 
gggggttcag 

actggccgaa 
ctggcgctca 
cgatggcgcg 
cgcgcagctt 
gatgacaatc 
tgeeggegag 
gatagacgee 
tgtcgatgga 
tgacgattga 
acaacatccc 
ttcatgccct 
tggegctett 
gcggtatcag 
ggaaagaaca 
ctggcgtttt 
cagaggtggc 
ctcgtgcgct 
tegggaageg 
tteggtatat 
ctttccttgg 
gagcgggtgt 
tgetctgega 
tgaaaccaag 
aegaagageg 
ggccgtcggc 
ggcccgcatc 
cgacccgcgc 
agagaagcag 
atgacttttt 
tgcgctccat 
gcaagaccga 
geegtctatg 
ggccgccggc 
gaegttgaca 
egatttegge 
tacgegagtt 
cacttgaggg 
agtgctgaca 
tccagcattt 
gcttttaaac 



ccgcgcacgc 
cctcccatcc 
agegctggea 
gagegegacg 
ggtgccgggc 
ggcattcacg 
ggtcgcgggt 
ataggtaaga 
gaagegecat 



gatcaggggt 
aacgegegga 
gtgtcaagca 
aacgaggtcg 
cagccggcgc 
gecatgetgg 
tttctgatcg 
cgcatccatg 
cgcttcctct 
agctacttca 
cgcggcggca 
ttcgacgaag 
ttggcgaaaa 
tcaggaccgc 
ctcccccttt 
gccctagcgt 
ccgcttcctc 
ctcactcaaa 
tgtgagcaaa 
tccataggct 
gaaacccgac 
ctcctgttcc 
tggcgctttt 
ccatcctttt 
tgtatccaac 
tccttcttca 
ggctggccgg 
ccaaccagga 
attgaggaaa 
cagggctaca 
aatggcgacc 
aeggegeggt 
gacgagcttg 
tagcegctaa 
caagaagagc 
gcgcctttgc 
gccctgcaaa 
gttgtggata 
cttgaggggc 
eggegaegtg 
tcccacagat 
gcgcgactac 
gatgaggggc 
gcaagggttt 
caatatttat 
cgaagggggg 
ccccaggggc 
gtccttgcca 
cccggaagca 
agtgagggcg 
gacttcatgg 
gccgtgctcg 
ttataccgag 
atttaaaaag 



240 
300 
360 
420 
480 
540 
600 
660 
720 
780 
840 
900 
960 
1020 
1080 
1140 
1200 
1260 
1320 
1380 
1440 
1500 
1560 
1620 
1680 
1740 
1800 
1860 
1920 
1980 
2040 
2100 
2160 
2220 
2280 
2340 
2400 
2460 
2520 
2580 
2640 
2700 
2760 
2820 
2880 
2940 
3000 
3060 
3120 
3180 
3240 
3300 
3360 
3420 
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ctaccaagac 
tactgataag 
ggcaaggcat 
tgcatggact 
attgggtaat 
tgtcatgcag 
gctgcctcag 
gcagctttcc 
cgtcaaaggg 
atacgtgcgc 
gcgatttagc 
tgcccggctg 
cgtgttgagg 
catatcaatg 
ccatgtttta 
acgcaccacc 
agcacctcaa 
tggtttcaaa 
aaaagctgtt 
cttgttataa 
taaatggcta 
gtaaaagata 
aacctatatt 
gaaaaggaca 
gaacggcatg 
gaagagtatg 
aggctctttc 
ttagccgaat 
gaagaagaca 
cccgaagagg 
gatggcaaag 
gacattgcct 
ctattttttg 
ctggatgaat 
caccgacttc 
gggcaagggg 
cggccagacg 
ggcaccaggc 
cccgcaagga 
cgacgcgggg 
gccccgcgaa 
gcgcgacagc 
ttcgcgtcgt 
aggaactatg 
cgaggccaag 
ttccttgttc 
ccgctctgcc 
ggtcattttc 
cgacgatgac 
cgagccgatc 
ccggtattac 
cacgtccgac 
ggaccgtggc 
gtttgctggc 
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gaagaggatg aagaggatga ggaggcagat tgccttgaat atattgacaa 3480 

ataatatatc ttttatatag aagatatcgc cgtatgtaag gatttcaggg 3540 

aggcagcgcg cttatcaata tatctataga atgggcaaag cataaaaact 3 600 

aatgcttgaa acccaggaca ataaccttat agcttgtaaa ttctatcata 3 660 

gactccaact tattgatagt gttttatgtt cagataatgc ccgatgactt 3720 

ctccaccgat tttgagaacg acagcgactt ccgtcccagc cgtgccaggt 3780 

attcaggtta tgccgctcaa ttcgctgcgt atatcgcttg ctgattacgt 3840 

cttcaggcgg gattcataca gcggccagcc atccgtcatc catat caeca 3900 

tgacagcagg ctcataagac gccccagcgt cgccatagtg cgttcaccga 3960 

aacaaccgtc ttceggagae tgtcataege gtaaaacagc cagcgctggc 4020 

cccgacatag ccccactgtt cgtccatttc cgcgcagacg atgaegtcac 4080 

tatgegegag gttaccgact geggectgag ttttttaagt gaegtaaaat 4140 

ccaacgccca taatgeggge tgttgcccgg catccaacgc cattcatggc 4200 

attttctggt gcgtaccggg ttgagaagcg gtgtaagtga actgcagttg *260 

eggcagtgag agcagagata gcgctgatgt ccggcggtgc ttttgccgtt ^320 

cegtcagtag ctgaacagga gggacagctg atagacacag aagccactgg 4380 

aaacaccatc atacactaaa tcagtaagtt ggcagcatca cccataattg 4440 

atcggctccg tcgatactat gttatacgee aactttgaaa acaactttga 4500 

ttctggtatt taaggtttta gaatgeaagg aacagtgaat tggagttcgt 4560 

ttagcttctt ggggtatctt taaatactgt agaaaagagg aaggaaataa 4620 

aaatgagaat ateaceggaa ttgaaaaaac tgatcgaaaa ataccgctgc 4680 

eggaaggaat gtctcctgct aaggtatata agctggtggg agaaaatgaa 4740 

taaaaatgac ggacagcegg tataaaggga ccacctatga tgtggaacgg 4800 

tgatgctatg gctggaagga aagctgcctg ttccaaaggt cctgcacttt 4860 

atggctggag caatctgctc atgagtgagg ccgatggcgt cctttgctcg 4920 

aagatgaaca aagccctgaa aagattatcg agctgtatgc ggagtgcatc 4980 

actccatcga catateggat tgtccctata cgaatagctt agacagccgc 5040 

tggattactt actgaataac gatctggccg atgtggattg cgaaaactgg 5100 

ctccatttaa agatccgcgc gagctgtatg attttttaaa gaeggaaaag 5160 

aacttgtctt ttcccacggc gacctgggag acagcaacat ctttgtgaaa 5220 

taagtggctt tattgatctt gggagaagcg geagggegga caagtggtat 5280 

tctgcgtccg gtcgatcagg gaggatatcg gggaagaaca gtatgtcgag 5340 

acttactggg gatcaagect gattgggaga aaataaaata ttatatttta 5400 

tgttttagta cctagatgtg gegcaacgat gccggcgaca ageaggageg 5460 

ttccgcatca agtgttttgg ctctcaggcc gaggcccacg gcaagtattt 5520 

tegctggtat tcgtgcaggg caagattegg aataccaagt acgagaagga 5580 

gtctacggga ccgacttcat tgccgataag gtggattatc tggacaccaa 5640 

gggtcaaatc aggaataagg gcacattgcc ccggcgtgag teggggcaat 5700 

gggtgaatga ateggaegtt tgaccggaag gcatacaggc aagaactgat 5760 

ttttccgccg aggatgeega aaccatcgca agccgcaccg tcatgcgtgc 5820 

accttccagt ccgtcggctc gatggtccag caagctaegg ccaagatcga 5880 

gtgcaactgg ctccccctgc cctgcccgcg ccatcggccg ccgtggagcg 5940 

ctcgaacagg aggeggcagg tttggcgaag tcgatgacca tcgacacgcg 6000 

acgaccaaga agegaaaaac cgccggcgag gacctggcaa aacaggtcag 6060 

caggccgcgt tgctgaaaca cacgaagcag cagatcaagg aaatgeaget 6120 

gatattgege cgtggccgga cacgatgega gcgatgccaa acgacacggc 6180 

ctgttcacca cgcgcaacaa gaaaatcccg cgcgaggcgc tgcaaaacaa 6240 

cacgtcaaca aggacgtgaa gatcacctac accggcgtcg agetgeggge 6300 

gaactggtgt ggcagcaggt gttggagtac gegaagegea cccctatcgg 6360 

accttcacgt tctacgagct ttgecaggae ctgggctggt cgatcaatgg 6*20 

aegaaggecg aggaatgect gtcgcgccta caggegaegg cgatgggctt 6480 

cgcgttgggc acctggaatc ggtgtcgctg ctgcaccgct tccgcgtcct 6540 

aagaaaacgt cccgttgcca ggtcctgatc gacgaggaaa tegtegtget 6600 

gaccactaca cgaaattcat atgggagaag taccgcaagc tgtcgccgac 6660 
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ggcccgacgg 
aaccttccgc 
cggcgaagcc 
tgacctggtg 
agccagcgct 
tcagtatcgc 
ttgacaattg 
cgcgagatcc 
cacgaggaga 
ggcgcctaca 
aaggacgctc 
ggggtcgccg 
cgacagattc 
tcgctattct 
acggtaggcg 
ccgatacgat 
gtgttgacac 
gtttccatgg 
acctttaccg 
tttgatccgc 
ctgatcggag 
acagttgttt 
catcaggccg 
aggggagttg 
cggctttatc 
cggttaagcg 
tttgatcaca 
tcatccgtgt 
gagcaaagtc 
gcctgtatcg 
tggcaggata 
gacgttttta 
tgcccttcac 
gcaggcgaaa 
agaatagccc 
gaacgtggac 
tgaaccatca 
ccctaaaggg 
ggaagggaag 
gatcggtgcg 
gattaagttg 
aattaattcc 
ggtattatag 
tcaataactg 
tgtgtaatac 
agcttgggtc 
tcgggagcgg 
tcagcaatat 
ccacagtcga 
tcgccatggg 
agttcggctg 
gcttccatcc 
gtagccggat 
gcaggagcaa 
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atgttcgact 
ctcatgtgcg 
tgcgaagagt 
cattgcaaac 
ttactggcat 
tcgggacgca 
tgattaaggc 
gattgtcggc 
aaaagcccat 
tcgacggcga 
acaaggcgca 
gtatgctgct 
caacgggaat 
ggagcttgtt 
ctgtgcagcc 
tgatggcggt 
caaacgcagc 
cgttcggaac 
cctggcaact 
caatcccgat 
cgggtttaac 
ccttactggg 
acagtcggaa 
atatcgtcaa 
cagcgatttc 
agaaatgaat 
ggcagcaacg 
ttcaaacccg 
tgccgcctta 
agtggtgatt 
tattgtggtg 
atgtactggg 
cgcctggccc 
atcctgtttg 
gagatagggt 
tccaacgtca 
cccaaatcaa 
agcccccgat 
aaagcgaaag 
ggcctcttcg 
ggtaacgcca 
catcttgaaa 
tccaagcaaa 
attatatcag 
ataaattgat 
ccgctcagaa 
cgataccgta 
cacgggtagc 
tgaatccaga 
tcacgacgag 
gcgcgagccc 
gagtacgtgc 
caagcgtatg 
ggtgagatga 



atttcagctc 
gatcggattc 
tgcgaggcag 
gctagggcct 
ttcaggaaca 
cggcgcgctc 
tcagattcga 
cctgaagaaa 
ggaggcgttc 
gatcattggg 
tctgtccggc 
gcgggcgttg 
ctggtggatg 
gtttatttcg 
gctgatggtc 
CCtgggggct 
gctagatcct 
cgtgctgacc 
ggcggccgga 
gcctacagga 
ctacttcctt 
ctttctcagc 
cttcgggtcc 
cgttcacttc 
ctattatgtc 
aagaaggctg 
ctctgtcatc 
gcagcttagt 
caacggctct 
ttgtgccgag 
taaacaaatt 
gtggtttttc 
tgagagagtt 
atggtggttc 
tgagtgttgt 
aagggcgaaa 
gttttttggg 
ttagagcttg 
gagcgggcgc 
ctattacgcc 
gggttttccc 
gaaatatagt 
aacataaatt 
ctggtacatt 
gatatagcta 
gaactcgtca 
aagcacgagg 
caacgctatg 
aaagcggcca 
atcctcgccg 
ctgatgctct 
tcgctcgatg 
cagccgccgc 
caggagatcc 



gcaccgggag 
cacccgcgtg 
cggcctggtg 
tgtggggtca 
agcgggcact 
tacgaactgc 
cggcttggag 
gctccagaga 
gctgaacggt 
ctgtcggtct 
gttttcgtgg 
ccggcgggtt 
cgcatcttca 
gtctaccgcc 
gtgttcatct 
atttgcggaa 
gtcggcgtcg 
cgcaagtggc 
ggacttctgc 
accaatgttc 
tggttccggg 
cccagatctg 
ccgacctgta 
taaagaaata 
ggcatagttc 
ataattcgga 
gttacaatca 
tgccgttctt 
cccgctgacg 
ctgccggtcg 
gacgcttaga 
ttttcaccag 
gcagcaagcg 
cgaaatcggc 
tccagtttgg 
aaccgtctat 
gtcgaggtgc 
acggggaaag 
cattcaggct 
agctggcgaa 
agtcacgacg 
ttaaatattt 
tattgatgca 
gccgtagatg 
gcttagctca 
agaaggcgat 
aagcggtcag 
tcctgatagc 
ttttccacca 
tcgggcatgc 
tcgtccagat 
cgatgtttcg 
attgcatcag 
tgccccggca 



ccgtacccgc 
aagaagtggc 
gaacacgcct 
gttccggctg 
gctcgacgca 
cgataaacag 
cggccgacgt 
tgttcgggtc 
tgcgagatgc 
tcaaacagga 
agcccgaaca 
tattgctcgt 
tcctcggcgc 
tgccgggcgg 
ctgccgctct 
ctgcgggcgt 
cagcgggcct 
aacctcccgt 
tcgttccagt 
tcggcctggc 
ggatctcgcg 
gggtcgatca 
ccattcggtg 
gcgccactca 
tcaagatcga 
tctctgcgag 
acatgctacc 
ccgaatagca 
ccgtcccgga 
gggagctgtt 
caacttaata 
tgagacgggc 
gtccacgctg 
aaaatccctt 
aacaagagtc 
cagggcgatg 
cgtaaagcac 
ccggcgaacg 
gcgcaactgt 
agggggatgt 
ttgtaaaacg 
attgataaaa 
agtttaaatt 
aaagactgag 
tcgggggatc 
agaaggcgat 
cccattcgcc 
ggtccgccac 
tgatattcgg 
gcgccttgag 
catcctgatc 
cttggtggtc 
ccatgatgga 
cttcgcccaa 



tcaagctgga 
gcgagcaggt 
gggtcaatga 
ggggttcagc 

cttgcttcgc 
aggattaaaa 
gcaggatttc 
cgtttacgag 
cgtggcattc 
ggacggcccc 
gcgaggccga 
gatgatcgtc 
acttaatatt 
ggtcgcggcg 
gctaggtagc 
ggcgctgttg 
ggcgggggcg 
gcctctgctc 
agctttagtg 
gtggctcggc 
actcgaacct 
gccggggatg 
agcaatggat 
gcttcctcag 
cagcctgtca 
ggagatgata 
ctccgcgaga 
tcggtaacat 
ctgatgggct 
ggctggctgg 
acacattgcg 
aacagctgat 
gtttgcccca 
ataaatcaaa 
cactattaaa 
gcccactacg 
taaatcggaa 
tggcgagaaa 
tgggaagggc 
gctgcaaggc 
acggccagtg 
taacaagtca 
cagaaatatt 
tgcgatatta 
cgtcgaagct 
gcgctgcgaa 
gccaagctct 
acccagccgg 
caagcaggca 
cctggcgaac 
gacaagaccg 
gaatgggcag 
tactttctcg 
tagcagccag 



6720 

6780 

6840 

6900 

6960 

7020 

7080 

7140 

7200 

7260 

7320 

7380 

7440 

7500 

7560 

7620 

7680 

7740 

7800 

7860 

7920 

7980 

8040 

8100 

8160 

8220 

8280 

8340 

8400 

8460 

8520 

8580 

8640 

8700 

8760 

8820 

8880 

8940 

9000 

9060 

9120 

9180 

9240 

9300 

9360 

9420 

9480 

9540 

9600 

9660 

9720 

9780 

9840 

9900 
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tcccttcccg 
agccacgata 
ttgacaaaaa 
ccgattgtct 
cctgcgtgca 
tctggattga 
agtggagcat 



acgcgcaata 
tgagtggctc 
gtcatcggcg 
gcgccatcag 
cttaccagag 
gtctagctat 
ttcccttgtc 
actggctttc 
gcgtgaagct 
attgccacta 
tttgatttgc 
tttgccaaca 
aaatacatat 
attaaagtga 
ggatggcata 
tttgaggtgc 
taccacacac 
tggaaatgat 
aatgaagaaa 
ttttgcaata 
agccagccca 
tatgcgagac 
aaacctgagc 
atcacccgtt 
gtcgagcaaa 
actatgtgtg 
caccttttat 
aattattttt 
atttctacta 
ttgttgcaat 
aatggtacca 
tttcaagaca 
aaagtttaaa 
cacttggagg 
agtctatata 
gattataatt 
ttaatgagat 
cgttgtaaaa 
aatgaatata 
tgattgtccg 
ggctgagtgg 
cgcgtcatcg 
cgtttcccgc 
aagagaaaag 
cttcgtccat 



cttcagtgac 
gccgcgctgc 
gaaccgggcg 
gttgtgccca 
atccatcttg 
gagtgaatat 
ttttgacaag 
atggtttctg 
cttcaacgtt 
ggggtcataa 
atccttggcg 
ggcgccccag 
cgccatgtaa 
cagatagccc 
tacgtgttcc 
tgcatgcctg 
aacgtctaaa 
gataaatttt 
cttagcaatt 
actaatcaac 
gtgaatatgg 
tacaccaaac 
atgaacgtca 
aagttttgag 
ttgcatggaa 
actacaaatt 
ctttcattca 
ccgcggtggg 
gcctatgatc 
atgtgtagct 
actatcgtat 
tttacacatt 
ttatgtattt 
gctaacgttt 
gtcttctaaa 
taggagaatt 
gctgcatgga 
cacaagattt 
acaatgttac 
aatattttgg 
atgcaataat 
atgaggattt 
tcttcatagc 
atgcgagacg 
aacctgagca 
tcacccgtta 
tcgacgaatt 
ctccttcaac 
gcgggggtca 
cttcagttta 
agcgtttatt 
ttgtatgtgc 



aacgtcgagc 
ctcgtcctgc 
cccctgcgct 
gtcatagccg 
ttcaatccaa 
gagactctaa 
aaatatttgc 
acgtatgtgc 
gcggttctgt 
cgtgactccc 
gcaagaaagc 
ctggcaattc 
gcccactgca 
agtagctgac 
gcttccttta 
caggtcgacg 
cccttgtaat 
tatatttggt 
tgcaagttga 
tggaaatgta 
taccacaagg 
attcaataat 
cgtggacaaa 
gtgcatgcat 
gccatgtgta 
tacatgcaac 
tacacactca 
cggccgcctg 
gcatgatatt 
cagatcctta 
ttttatgaat 
gccactaaac 
gatttgcgat 
gccaacactt 
tacatatact 
aaagtgagtg 
tggcatatac 
gaggtgcatg 
cacacacaag 
aaatgatttg 
gaagaaaact 
tgcaatactt 
cagcggatcc 
cctatgatcg 
tgtgtagctc 
ctatcgtatt 
cgagctcggc 
gttgcggttc 
taacgtgact 
aactatcagt 
agaataatcg 
atgccaacca 
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acagctgcgc 
agttcattca 
gacagccgga 
aatagcctct 
gctcccatgg 
ttggataccg 
tagctgatag 
ttagctcatt 
cagttccaaa 
ttaattctcc 
catccagttt 
cggttcgctt 
agctacctgc 
attcatccgg 
gcagcccttg 
gcgcgccgag 
ttgtttttgt 
actaaattta 
ttaattgatt 
aatatttgct 
tttggagatt 
tcttgaggat 
aggtttagta 
ggatgccctg 
aaaccatgac 
tagttatgca 
ctaagtttta 
cagtctagaa 
tgctttcaat 
ccgccggttt 
aatattctcc 
gtctaaaccc 
aaatttttat 
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agcaatttgc 
aatcaactgg 
aatatggtac 
accaaacatt 
aacgtcacgt 
ttttgaggtg 
catggaagcc 
acaaatttac 
tcattcatac 
gatatcgggc 
catgatattt 
agatccttac 
tttatgaata 
gcgcctctag 
tgtcagttcc 
cccttaattc 
gtttgacagg 
gatatttaaa 
cagggttccc 



aaggaacgcc 
gggcaccgga 
acacggcggc 
ccacccaagc 
gccctcgact 
aggggaattt 
tgaccttagg 
aaactccaga 
cgtaaaacgg 
gctcatgatc 
actttgcagg 
gctgtccata 
tttctctttg 
ggtcagcacc 
cgccctgagt 
ctcctcgagc 
tttactatgt 
taacaccttt 
ctaaattatt 
aatatttcta 
taattgttgc 
aataatggta 
atttttcaag 
tggaaagttt 
atccacttgg 
tgtagtctat 
cacgattata 
ggcctcctgc 
tctgttgtgc 
cggttcattc 
gttcaattta 
ttgtaatttg 
atttggtact 
aagttgatta 
aaatgtaaat 
cacaaggttt 
caataattct 



cgtcgtggcc 
caggtcggtc 
atcagagcag 
ggccggagaa 
agagtcgaga 
atggaacgtc 
cgacttttga 
aacccgcggc 
cttgtcccgc 
ttgatcccct 
gcttcccaac 



ggacaaaagg 

catgcatgga 

atgtgtaaaa 

atgcaactag 

acactcacta 

ccgctagcgt 

gctttcaatt 

cgccggtttc 

atattctccg 

aggatcgatg 

aaacgtaaaa 

tccgctcatg 

atatattggc 

agggcgtgaa 

ca 



aaaccgccca 
cgcttgcgtt 
gtttctgcgg 
gcttgcggca 
aaatttacac 
gtgttatgta 
tatgctaacg 
tttgtcttct 
ctataggaga 
aatgctgcat 
ccacacaaga 
acaacaatgt 
aaaaatattt 
aggatgcaat 
ataatgagga 
atttcttcat 
tttaatgaga 
acgttgtaaa 
taatgaatat 
ctgattgtcc 
tttttgtttt 
aaatttataa 
attgattcta 
atttgctaat 
ggagatttaa 
tgaggataat 
tttagtaatt 
tgccctgtgg 
ccatgacatc 
ttatgcatgt 
agttttacac 
taaccctgct 
ctgttgtgca 
ggttcattct 
ttcaatttac 
aattcagatc 
cggcttgtcc 
atcagattgt 
gggtaaacct 
aaggtttatc 



9960 
10020 
10080 
10140 
10200 
10260 
10320 
10380 
10440 
10500 
10560 
10620 
10680 
10740 
10800 
10860 
10920 
10980 
11040 
11100 
11160 
11220 
11280 
11340 
11400 
11460 
11520 
11580 
11640 
11700 
11760 
11820 
11880 
11940 
12000 
12060 
12120 
12180 
12240 
12300 
12360 
12420 
12480 
12540 
12600 
12660 
12720 
12780 
12840 
12900 
12960 
13002 
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<211> 13905 
<212> DNA 

<213> artificial sequence 



<220> 
<223> 



pflanzlicher Expressionsvektor mit drei Promotor-Terminator-Expre 
ssxonskassetten 



<400> 68 



60 



gatctggcgc cggccagcga gacgagcaag attggccgcc gcccgaaacg atccgacagc 

gcgcccagca caggtgcgca ggcaaattgc accaacgcat acagcgccag cagaatgcca 120 

tagtgggcgg tgacgtcgtt cgagtgaacc agatcgcgca ggaggcccgg cagcaccggc 180 

ataatcaggc cgatgccgac agcgtcgagc gcgacagtgc tcagaattac gatcaggggt 240 

atgttgggtt tcacgtctgg cctccggacc agcctccgct ggtccgattg aacgcgcgga 300 

ttctttatca ctgataagtt ggtggacata ttatgtttat cagtgataaa gtgtcaagca 360 

tgacaaagtt gcagccgaat acagtgatcc gtgccgccct ggacctgttg aacgaggtcg 420 

gcgtagacgg tctgacgaca cgcaaactgg cggaacggtt gggggttcag cagccggcgc 480 

tttactggca cttcaggaac aagcgggcgc tgctcgacgc actggccgaa gccatgctgg 540 

cggagaatca tacgcattcg gtgccgagag ccgacgacga ctggcgctca tttctgatcg 600 

ggaatgcccg cagcttcagg caggcgctgc tcgcctaccg cgatggcgcg cgcatccatg 660 

ccggcacgcg accgggcgca ccgcagatgg aaacggccga cgcgcagctt cgcttcctct 720 

gcgaggcggg tttttcggcc ggggacgccg tcaatgcgct gatgacaatc agctacttca 780 

ctgttggggc cgtgcttgag gagcaggccg gcgacagcga tgccggcgag cgcggcggca 840 

ccgttgaaca ggctccgctc tcgccgctgt tgcgggccgc gatagacgcc ttcgacgaag 900 

ccggtccgga cgcagcgttc gagcagggac tcgcggtgat tgtcgatgga ttggcgaaaa 960 

ggaggctcgt tgtcaggaac gttgaaggac cgagaaaggg tgacgattga tcaggaccgc 1020 

tgccggagcg caacccactc actacagcag agccatgtag acaacatccc ctcccccttt 1080 

ccaccgcgtc agacgcccgt agcagcccgc tacgggcttt ttcatgccct gccctagcgt 1140 

ccaagcctca cggccgcgct cggcctctct ggcggccttc tggcgctctt ccgcttcctc 1200 

gctcactgac tcgctgcgct cggtcgttcg gctgcggcga gcggtatcag ctcactcaaa 1260 

ggcggtaata cggttatcca cagaatcagg ggataacgca ggaaagaaca tgtgagcaaa 1320 

aggccagcaa aaggccagga accgtaaaaa ggccgcgttg ctggcgtttt tccataggct 1380 

ccgcccccct gacgagcatc acaaaaatcg acgctcaagt cagaggtggc gaaacccgac 1440 

aggactataa agataccagg cgtttccccc tggaagctcc ctcgtgcgct ctcctgttcc 1500 

gaccctgccg cttaccggat acctgtccgc ctttctccct tcgggaagcg tggcgctttt 1560 

ccgctgcata accctgcttc ggggtcatta tagcgatttt ttcggtatat ccatcctttt 1620 

tcgcacgata tacaggattt tgccaaaggg ttcgtgtaga ctttccttgg tgtatccaac 1680 

ggcgtcagcc gggcaggata ggtgaagtag gcccacccgc gagcgggtgt tccttcttca 1740 

ctgtccctta ttcgcacctg gcggtgctca acgggaatcc tgctctgcga ggctggccgg 1800 

ctaccgccgg cgtaacagat gagggcaagc ggatggctga tgaaaccaag ccaaccagga 1860 

agggcagccc acctatcaag gtgtactgcc ttccagacga acgaagagcg attgaggaaa 1920 

aggcggcggc ggccggcatg agcctgtcgg cctacctgct ggccgtcggc cagggctaca 1980 

aaatcacggg cgtcgtggac tatgagcacg tccgcgagct ggcccgcatc aatggcgacc 2040 

tgggccgcct gggcggcctg ctgaaactct ggctcaccga cgacccgcgc acggcgcggt 2100 

tcggtgatgc cacgatcctc gccctgctgg cgaagatcga agagaagcag gacgagcttg 2160 

gcaaggtcat gatgggcgtg gtccgcccga gggcagagcc atgacttttt tagccgctaa 2220 

aacggccggg gggtgcgcgt gattgccaag cacgtcccca tgcgctccat caagaagagc 2280 

gacttcgcgg agctggtgaa gtacatcacc gacgagcaag gcaagaccga gcgcctttgc 2340 

gacgctcacc gggctggttg ccctcgccgc tgggctggcg gccgtctatg gccctgcaaa 2400 

cgcgccagaa acgccgtcga agccgtgtgc gagacaccgc ggccgccggc gttgtggata 2460 

cctcgcggaa aacttggccc tcactgacag atgaggggcg gacgttgaca cttgaggggc 2520 
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iiiitzii iiiiZTa t tga : agatga o ga ^ cggc cggcgacsts 2580 

gagccggcca gcctcgcaaa tcggcgaaaa cgcctgattt tacgcgagtt tcccacaoat- okacx 

gatgtggaca agcctgggga taagtgccct gcggtattga cac^tgaggg gcgcJacSc 2700 

tgacagatga ggggcgcgat ccttgacact tgaggggcag agtgctgJca gaS ' 2760 

cc™^ fr"^ ggCt3tocac -^cagaaaa tccagcattt gcalggg^t llto 

ccgcccgttt ttcggccacc gotaacctgt ottttaacct gcttttaaac Latitat lllo 

tgccccccct "f aCCagg ^tBCflcoet gtgcgcgtga ccgcgcacgc cgaajggggg fZ 

ZZZZt tCtCgaacCC tc ^^cccg ctaacgcggg cctcccatcc cccjggjgc 30o1 

tgcgcccctc ggccgcgaac ggcctcaccc caaaaatggc agcgctggca gtcctScca 3060 

ttgccgggat cggggcagta acgggatggg cgatcagccc gagcgcgacg cccggalgca 3 120 

ITaZlaZ r aggtgCt9 gCatCgacat tcagcgacca ggtgccgggc agtglgggcg 3180 

SSS 2SS2 t °SS£ S gg " acg gac?tcatgg 

tgttcggggg t g C ga t aaac ccagcUcI S~ £~ ™^ »JJ 

gtatgaaaac gagaattgga cctttacaga attactctat gaagcgccat atttaaaJag llto 

ctaccaagac gaagaggatg aagaggatga ggaggcagat tgccttgaat atattgacaJ 3480 

tactgataag ataatatatc ttttatatag aagatatcgc cgtatgLag gaJttcJa^ 35I0 

S CttatCaata tatcft^ aJgggcaaag 0 

SS gSclaa 9 : 3 £~ ^™ ™ aaa "ctatcata 3660 

+-^4-«^4- . v-t.youcLgt. gcctcatgtt cagataatgc ccgataacfct ^79n 

tgtcatgcag ctccaccgat tttgagaacg acagcgactt ccgtcccagc cg^gccaggt Hlo 

== S2SS 5= — s =3= S5 
^ =S 2— sss = a 

tgcccgaS tat™, ST* 0 *"* CgtCCatttc cgcgcagacg atgacgSc 4080 

tgcccggctg tatgcgcgag gttaccgact gcggcctgag ttttttaagt gacgtaaaat 4140 

cltlttlT C ! aa ! gCCOa taa ^-^c tgttgcccgg catccaacjc cat^atggc tloo 

cttZttltl gCgtaCCggg " 3 agaagcg gtgtaagtga actgcag^tg 4260 

ccatgtttta cggcagtgag agcagagata gcgctgatgt ccggcggtgc ttttgccatt 43?n 

acgcaccacc ccgtcagtag ctgaacagga gggacagctg atagaca^ag aagcSSga 4380 

llTtZT T CaC r tC atacactaaa tcagtaagtt ggcagcatcl c^ataattj till 

t S£5 SSSS aactttgaaa acaactttga 

cttgttataa ttagcttctt ggggStctt JaaatactS MfiaBtfl « at ^W-Ottcgt 4560 

aaatgagaat ™ aa =a " ™- -~ till 

gtaaaagata cggaaggaat gtctcctgct aaggtatata ao ^^^ 9 " g 4580 

aacctatatt t-a a *,==«-o,= ««*9gcatara agctggtggg agaaaatgaa 4740 

«-»^ taaaaatgac ggacagccgg tataaaggga ccacctatga tgtggaacgg 4800 

gaaaaggaca tgatgctatg gctggaagga aagctgcctg ttccaaaggt c^cacS Ilea 

ga^gta^ atgg f ^ CaatCtgctc atgagtgagg ccgatggcgt cctSgctcg 4920 

SSXE ITo tltlll 2~ ™- g ™ t gc ggagt^at 3 till 

<-*-*rr^~^*. *. ^ ^caucggat tgtccctata cgaatagctt agacagccgc 5040 

ssss c tgg ~ a : a gaa g a ~ g ::~ s~ -° 

cccgaagagg aacttgtctt ttccca^gc SStgggag acagcaacat ££££ £2! 

gatggcaaag taagtggctt tattgatctt gggagaagcg gcagggcgga SSSSS 5280 

ctatttttta tC ^ Cg r C9 ^aggatatcg gggafgaS g^gJc^ 53" 

ctggataaat tattttaaf g ^ CaagCCt ^"gggaga aaataaaata JtatLttta 2" 
caSactS S! f cctagatgtg gcgcaacgat gccggcgaca agcaggagcg 
caccgacttc ttccgcatca agtgttttgg ctctcaggcc gaggcocacg gcaagtattt 
gggcaagggg tcgctggtat tcgtgcaggg caagattcgg LSccalgt acgagaaaga 
cggccagacg gtctacggga ccgacttcat tgccgataag gtggattatc tggaScc! 3 
ggcaccaggc gggtcaaatc aggaataagg gcacattgcc ccggcgtgag tcgggJcaaJ 
cccgcaagga gggtgaatga atcggacgtt tgaccggaag gcaLcaggc aagalctgat 



5400 
5460 
5520 
5580 
5640 
5700 
5760 
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cgacgcgggg ttttccgccg aggatgccga aaccatcgca agccgcaccg tcatgcgtgc 5820 

gccccgcgaa acottccagt ccgtcggctc gatggtccag caagctacgg ccaagatcga 5880 

SSES g ^ CaaCtgg ctccc ^tgc cctgcccgcg ccatcggccg ccgtggagcg 5940 

ttcgcgtogt ctcgaacagg aggcggcagg tttggcgaag tcgatgacca tcgacacgcg 6000 

aggaactatg acgaccaaga agcgaaaaac cgccggcgag gacctggcaa aacaggtcag 6060 

cgaggocaag caggccgcgt tgctgaaaca cacgaagcag cagatcaagg aaatgcagct 6120 

ttccttgttc gatattgcgc cgtggccgga cacgatgcga gcgatgccaa acgacacggc 6180 

ccgctctgcc ctgttcacca cgcgcaacaa gaaaatcccg cgcgaggcgc tgcaaaacaa 6240 

ggtcattttc cacgtcaaca aggacgtgaa gatcacctac accggcgtcg agctgcgggc 6300 

cgacgatgac gaactggtgt ggcagcaggt gttggagtac gcgaagcgca cccctatcgg 6360 

cgagccgatc accttcacgt tctacgagct ttgccaggac ctgggctggt cgatcaatgg 6420 

ccggtattac acgaaggccg aggaatgcct gtcgcgccta caggcgacgg cgatgggott 6480 

cacgtccgac cgcgttgggc acctggaatc ggtgtcgctg ctgcaccgct tccgcgtcct 6540 

ggaccgtggc aagaaaacgt cccgttgcca ggtcctgatc gacgaggaaa tcgtcgtgct 6600 

gtttgctggc gaccactaca cgaaattcat atgggagaag taccgcaago tgtcgccgac 6660 

ggcccgacgg atgttcgact atttcagctc gcaccgggag ccgtacccgc tcaagctgga 6720 

aaccttccgc ctcatgtgcg gatcggattc cacccgcgtg aagaagtggc gcgagcaggt 6780 

cggcgaagcc tgcgaagagt tgcgaggcag cggcctggtg gaacacgcct gggtcaatga 6840 

tgacctggtg cattgcaaac gctagggcct tgtggggtca gttccggctg ggggttcagc 6900 

agccagcgct ttactggcat ttcaggaaca agcgggcact gctcgacgca cttgcttcgc 6960 

tZTr. ^° ^ Cgg9aCEfCa cwefircgetc tacgaactgc cgataaacag aggattaaaa 7020 

ttgacaattg tgattaaggc tcagattcga cggcttggag cggccgacgt gcaggatttc 7080 

cgcgagatcc gattgtcggc cctgaagaaa gctccagaga tgttcgggtc cgtttacgag 7140 

cacgaggaga aaaagcccat ggaggcgtto gctgaacggt tgcgagatgc cgtggcattc 7200 

ggcgcctaca tcgacggcga gatcattggg ctgtcggtct tcaaacagga ggacggcccc 7260 

aaggacgctc acaaggcgca tctgtccggc gttttcgtgg agcccgaaca gcgaggccga 732 0 

ggggtcgccg gtatgctgct gcgggcgttg ccggcgggtt tattgctcgt gatgatcgtc 7380 

ZZttZtt , CaaC9ggaat ct ^ggatg cgcatcttca tcctcggcgc acttaatatt 7440 

tcgctattct ggagcttgtt gtttatttcg gtctaccgcc tgccgggcgg ggtcgcggcg 7500 

acggtaggcg ctgtgcagcc gctgatggtc gtgttcatct ctgccgctct gctaggtfgc 1560 

ccgatacgat tgatggcggt cctgggggct atttgcggaa ctgcgggcgt ggcgctgttg 7620 

gtgttgacac caaacgcagc gctagatcct gtcggcgtcg cagcgggcct ggcgggggcg 7680 

gtttccatgg cgttcggaac cgtgctgacc cgcaagtggc aacctcccgt gcctotgctc 7740 

acctttaccg cctggcaact ggcggccgga ggacttctgc tcgttccagt agctttagtg 7800 

tttgatccgc caatcccgat gcctacagga accaatgttc tcggcctggc gtggctcaac 7860 

ctgatcggag cgggtttaac ctacttcctt tggttccggg ggatctcgJg ScgaacS 7920 

acagttgttt ccttactggg ctttctcagc cccagatctg gggtcgatca gccggggatg 7980 

ZTatlllll llT C T a CttCgggt ° C «=^cctgta ccattcggtg agcaaJggat 80I0 

TfnlT.t, atatCg ^ aa -STttcacttc taaagaaata gcgccactca gcttcctcag 8100 

cggctttatc cagcgatttc ctattatgtc ggcatagttc tcaagatcga cagcctgtca 8160 

tllt^tlll llT tga&t aagaaggctg ^aattcgga tctctgcgag ggagatgata 8220 

tcatccaS g ?! agCaacg ct ^gtcatc gttacaatca acatgctacc ctccgcgaga 8280 

ItTJllT, " CaaaC ^ g Scagcttagt tgccgttctt ccgaatagca tcggtaacat 8340 

gagcaaagtc tgccgcctta caacggctct cccgctgacg ccgtcccgga ctgatgggct 8400 

gcctgtatcg agtggtgatt ttgtgccgag ctgccggtcg gggagctgtt ggctggctgg 8460 

tggoaggata tattgtggtg taaacaaatt gacgcttaga caacttaata acac^tgcg 8520 

at ^ctggg gtggtttttc ttttcaccag tgagacgggc aacagctgat 8580 

tgcccttcac cgcctggccc tgagagagtt gcagcaagcg gtccacgctg gtttgcccca 8640 

gcaggcgaaa atcctgtttg atggtggttc cgaaatcggc aaaatccctt ataaatcaaa 8700 

agaatagccc gagatagggt tgagtgttgt tccagtttgg aacaagagtc cactattaaa 8760 

tCCaac f ca ^gggcgaaa aaccgtctat cagggcgatg gcccactacg 8820 

" a t cccaaatcaa gttttttggg gtogaggtgc cgtaaagcac taaatcggaa 8880 

ZlllllT, agCCCCCgat ttagagcttg acggggaaag ccggcgaacg tggcgagaaa 8940 

ggaagggaag aaagcgaaag gagcgggcgc cattcaggct gcgcaactgt tgggaagggc 9000 
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gatcggtgcg 
gattaagttg 
aattaattcc 
ggtattatag 
tcaataactg 
tgtgtaatac 
agcttgggtc 
tcgggagcgg 
tcagcaatat 
ccacagtcga 
tcgccatggg 
agttcggctg 
gcttccatcc 
gtagccggat 
gcaggagcaa 
tcccttcccg 
agccacgata 
ttgacaaaaa 
ccgattgtct 
cctgcgtgca 
tctggattga 
agtggagcat 
acgcgcaata 
tgagtggctc 
gtcatcggcg 
gcgccatcag 
cttaccagag 
gtctagctat 
ttcccttgtc 
actggctttc 
gcgtgaagct 
attgccacta 
tttgatttgc 
tttgccaaca 
aaatacatat 
attaaagtga 
ggatggcata 
tttgaggtgc 
taccacacac 
tggaaatgat 
aatgaagaaa 
ttttgcaata 
agccagccca 
tatgcgagac 
aaacctgagc 
atcacccgtt 
gtcgagcaaa 
actatgtgtg 
caccttttat 
aattattttt 
atttctacta 
ttgttgcaat 
aatggtacca 
tttcaagaca 



ggcctcttcg 
ggtaacgcca 
catcttgaaa 
tccaagcaaa 
attatatcag 
ataaattgat 
ccgctcagaa 
cgataccgta 
cacgggtagc 
tgaatccaga 
tcacgacgag 
gcgcgagccc 
gagtacgtgc 
caagcgtatg 
ggtgagatga 
cttcagtgac 
gccgcgctgc 
gaaccgggcg 
gttgtgccca 
atccatcttg 
gagtgaatat 
ttttgacaag 
atggtttctg 
cttcaacgtt 

ggggtcataa 

atccttggcg 
ggcgccccag 
cgccatgtaa 
cagatagccc 
tacgtgttcc 
tgcatgcctg 
aacgtctaaa 
gataaatttt 
cttagcaatt 
actaatcaac 
gtgaatatgg 
tacaccaaac 
atgaacgtca 
aagttttgag 
ttgcatggaa 
actacaaatt 
ctttcattca 
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ccgcggtggg 
gcctatgatc 
atgtgtagct 
actatcgtat 
tttacacatt 
ttatgtattt 
gctaacgttt 
gtcttctaaa 
taggagaatt 
gctgcatgga 
cacaagattt 
acaatgttac 



ctattacgcc 
gggttttccc 
gaaatatagt 
aacataaatt 
ctggtacatt 
gatatagcta 
gaactcgtca 
aagcacgagg 
caacgctatg 
aaagcggcca 
atcctcgccg 
ctgatgctct 
tcgctcgatg 
cagccgccgc 
caggagatcc 
aacgtcgagc 
ctcgtcctgc 
cccctgcgct 
gtcatagccg 
ttcaatccaa 
gagactctaa 
aaatatttgc 
acgtatgtgc 
gcggttctgt 
cgtgactccc 
gcaagaaagc 
ctggcaattc 
gcccactgca 
agtagctgac 
gcttccttta 
caggtcgacg 
cccttgtaat 
tatatttggt 
tgcaagttga 
tggaaatgta 
taccacaagg 
attcaataat 
cgtggacaaa 
gtgcatgcat 
gccatgtgta 
tacatgcaac 
tacacactca 
cggccgcctg 
gcatgatatt 
cagatcctta 
ttttatgaat 
gccactaaac 
gatttgcgat 
gccaacactt 
tacatatact 
aaagtgagtg 
tggcatatac 
gaggtgcatg 
cacacacaag 



agctggcgaa 
agtcacgacg 
ttaaatattt 
tattgatgca 
gccgtagatg 
gcttagctca 
agaaggcgat 
aagcggtcag 
tcctgatagc 
ttttccacca 
tcgggcatgc 
tcgtccagat 
cgatgtttcg 
attgcatcag 
tgccccggca 
acagctgcgc 
agttcattca 
gacagccgga 
aatagcctct 
gctcccatgg 
ttggataccg 
tagctgatag 
ttagctcatt 
cagttccaaa 
ttaattctcc 
catccagttt 
cggttcgctt 
agctacctgc 
attcatccgg 
gcagcccttg 
gcgcgccgag 
ttgtttttgt 
actaaattta 
ttaattgatt 
aatatttgct 
tttggagatt 
tcttgaggat 
aggtttagta 
ggatgccctg 
aaaccatgac 
tagttatgca 
ctaagtttta 
cagtctagaa 
tgctttcaat 
ccgccggttt 
aatattctcc 
gtctaaaccc 
aaatttttat 
agcaatttgc 
aatcaactgg 
aatatggtac 
accaaacatt 
aacgtcacgt 
ttttgaggtg 



agggggatgt 
ttgtaaaacg 
attgataaaa 
agtttaaatt 
aaagactgag 
tcgggggatc 
agaaggcgat 
cccattcgcc 
ggtccgccac 
tgatattcgg 
gcgccttgag 
catcctgatc 
cttggtggtc 
ccatgatgga 
cttcgcccaa 
aaggaacgcc 
gggcaccgga 
acacggcggc 
ccacccaagc 
gccctcgact 
aggggaattt 
tgaccttagg 
aaactccaga 
cgtaaaacgg 
gctcatgatc 
actttgcagg 
gctgtccata 
tttctctttg 
ggtcagcacc 
cgccctgagt 
ctcctcgagc 
tttactatgt 
taacaccttt 
ctaaattatt 
aatatttcta 
taattgttgc 
aataatggta 
atttttcaag 
tggaaagttt 
atccacttgg 
tgtagtctat 
cacgattata 
ggcctcctgc 
tctgttgtgc 
cggttcattc 
gttcaattta 
ttgtaatttg 
atttggtact 
aagttgatta 
aaatgtaaat 
cacaaggttt 
caataattct 
ggacaaaagg 
catgcatgga 



gctgcaaggc 
acggccagtg 
taacaagtca 
cagaaatatt 
tgcgatatta 
cgtcgaagct 
gcgctgcgaa 
gccaagctct 
acccagccgg 
caagcaggca 
cctggcgaac 
gacaagaccg 
gaatgggcag 
tactttctcg 
tagcagccag 
cgtcgtggcc 
caggtcggtc 
atcagagcag 
ggccggagaa 
agagtcgaga 
atggaacgtc 
cgacttttga 
aacccgcggc 
cttgtcccgc 
ttgatcccct 
gcttcccaac 
aaaccgccca 
cgcttgcgtt 
gtttctgcgg 
gcttgcggca 
aaatttacac 
gtgttatgta 
tatgctaacg 
tttgtcttct 
ctataggaga 
aatgctgcat 
ccacacaaga 
acaacaatgt 
aaaaatattt 
aggatgcaat 
ataatgagga 
atttcttcat 
tttaatgaga 
acgttgtaaa 
taatgaatat 
ctgattgtcc 
tttttgtttt 
aaatttataa 
attgattcta 
atttgctaat 
ggagatttaa 
tgaggataat 
tttagtaatt 
tgccctgtgg 



9060 
9120 
9180 
9240 
9300 
9360 
9420 
9480 
9540 
9600 
9660 
9720 
9780 
9840 
9900 
9960 
10020 
10080 
10140 
10200 
10260 
10320 
10380 
10440 
10500 
10560 
10620 
10680 
10740 
10800 
10860 
10920 
10980 
11040 
11100 
11160 
11220 
11280 
11340 
11400 
11460 
11520 
11580 
11640 
11700 
11760 
11820 
11880 
11940 
12000 
12060 
12120 
12180 
12240 
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aaagtttaaa 

cacttggagg 

agtctatata 

gattataatt 

ttaatgagat 

cgttgtaaaa 

aatgaatata 

tgattgtccg 

ttttgtttta 

aatttataac 

ttgattctaa 

tttgctaata 

gagatttaat 

gaggataata 

ttagtaattt 

gccctgtgga 

catgacatcc 

tatgcatgta 

gttttacacg 

tggcctgctt 

tgttgtgcac 

gttcattcta 

tcaatttact 

atcggctgag 

tcccgcgtca 

tgtcgtttcc 

cctaagagaa 

atccttcgtc 



aatattttgg 
atgcaataat 
atgaggattt 
tcttcatagc 
atgcgagacg 
aacctgagca 
tcacccgtta 
tcgagcaaat 
ctatgtgtgt 
accttttatg 
attatttttg 
tttctactat 
tgttgcaatg 
atggtaccac 
ttcaagacaa 
aagtttaaaa 
acttggagga 
gtctatataa 
attataattt 
taatgagata 
gttgtaaaaa 
atgaatatat 
gattgtccgt 
tggctccttc 
tcggcggggg 
cgccttcagt 
aagagcgttt 
catttgtatg 



aaatgatttg 
gaagaaaact 
tgcaatactt 
cagcggatcc 
cctatgatcg 
tgtgtagctc 
ctatcgtatt 
ttacacattg 
tatgtatttg 
ctaacgtttg 
tcttctaaat 
aggagaatta 
ctgcatggat 
acaagatttg 
caatgttacc 
atattttgga 
tgcaataatg 
tgaggatttt 
cttcatagcc 
tgcgagacgc 
acctgagcat 
cacccgttac 
cgacgagctc 
aacgttgcgg 
tcataacgtg 
ttaaactatc 
attagaataa 
tgcatgccaa 
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catggaagcc 

acaaatttac 

tcattcatac 

gatatcgggc 

catgatattt 

agatccttac 

tttatgaata 

ccactaaacg 

atttgcgata 

ccaacactta 

acatatacta 

aagtgagtga 

ggcatataca 

aggtgcatga 

acacacaagt 

aatgatttgc 

aagaaaacta 

gcaatacttt 

agcagatctg 

ctatgatcgc 

gtgtagctca 

tatcgtattt 

ggcgcgcctc 

ttctgtcagt 

actcccttaa 

agtgtttgac 

tcggatattt 

ccacagggtt 



atgtgtaaaa 

atgcaactag 

acactcacta 

ccgctagcgt 

gctttcaatt 

cgccggtttc 

atattctccg 

tctaaaccct 

aatttttata 

gcaatttgca 

atcaactgga 

atatggtacc 

ccaaacattc 

acgtcacgtg 

tttgaggtgc 

atggaagcca 

caaatttaca 

cattcataca 

ccggcatcga 

atgatatttg 

gatccttacc 

ttatgaataa 

tagaggatcg 

tccaaacgta 

ttctccgctc 

aggatatatt 

aaaagggcgt 

cccca 



ccatgacatc 

ttatgcatgt 

agttttacac 

taaccctgct 

ctgttgtgca 

ggttcattct 

ttcaatttac 

tgtaatttgt 

tttggtacta 

agttgattaa 

aatgtaaata 

acaaggtttg 

aataattctt 

gacaaaaggt 

atgcatggat 

tgtgtaaaac 

tgcaactagt 

cactcactaa 

tcccgggcca 

ctttcaattc 

gccggtttcg 

tattctccgt 

atgaattcag 

aaacggcttg 

atgatcagat 

ggcgggtaaa 

gaaaaggttt 



12300 

12360 

12420 

12480 

12540 

12600 

12660 

12720 

12780 

12840 

12900 

12960 

13020 

13080 

13140 

13200 

13260 

13320 

13380 

13440 

13500 

13560 

13620 

13680 

13740 

13800 

13860 

13905 



<210> 69 



<211> 1443 

<212> DNA 

<213> Phaeodactylum tricornutum 
<220> 

<221> CDS 

<222> (9).. (1442) 

<223> Delta-6-Desaturase 



<400> 69 



gatctaaa atg ggc aaa gga ggg gac get egg gec teg aag ggc tea acg 50 
Met Gly Lys Gly Gly Asp Ala Arg Ala Ser Lys Gly Ser Thr 
1 5 10 

gcg get cgc aag ate agt tgg cag gaa gtc aag acc cac gcg tct ceg 98 
Ala Ala Arg Lys He Ser Trp Gin Glu Val Lys Thr His Ala Ser Pro 
15 20 25 30 

gag gac gee tgg ate att eae tee aat aag gtc tae gae gtg tee aae 146 
Glu Asp Ala Trp He He His Ser Asn Lys Val Tyr Asp Val Ser Asn 

35 40 45 

tgg cac gaa cat ccc gga ggc gee gtc att ttc acg cac gee ggt gac 194 
Trp Has Glu His Pro Gly Gly Ala Val He Phe Thr His Ala Gly Asp 
50 55 60 
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386 
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gac atg acg gac att ttc get gec ttt cac gca ccc gga teg cag teg 242 
Asp Met Thr Asp He Phe Ala Ala Phe His Ala Pro Gly Ser Gin Ser 

65 70 75 

etc atg aag aag ttc tac att ggc gaa ttg etc ccg gaa ace ace ggc 290 
Leu Met Lys Lys Phe Tyr He Gly Glu Leu Leu Pro Glu Thr Thr Gly 

80 85 go 

aag gag ccg cag caa ate gee ttt gaa aag ggc tac cgc gat ctg cgc 
Lys Glu Pro Gin Gin He Ala Phe Glu Lys Gly Tyr Arg Asp Leu Arg 
95 100 105 110 

tec aaa etc ate atg atg ggc atg ttc aag tec aac aag tgg ttc tac 
Ser Lys Leu He Met Met Gly Met Phe Lys Ser Asn Lys Trp Phe Tyr 

115 120 125 

gtc tac aag tgc etc age aac atg gee att tgg gee gee gee tgt get 434 
Val Tyr Lys Cys Leu Ser Asn Met Ala He Trp Ala Ala Ala Cys Ala 

130 135 140 

etc gtc ttt tac teg gac cgc ttc tgg gta cac ctg gee age gee gtc 482 
Leu Val Phe Tyr Ser Asp Arg Phe Trp Val His Leu Ala Ser Ala Val 

145 150 155 

atg ctg gga aca ttc ttt cag cag teg gga tgg ttg gca cac gac ttt 
Met Leu Gly Thr Phe Phe Gin Gin Ser Gly Trp Leu Ala His Asp Phe 

160 165 170 

ctg cac cac cag gtc ttc ace aag cgc aag cac ggg gat etc gga gga 
Leu His His Gin Val Phe Thr Lys Arg Lys His Gly Asp Leu Gly Gly 
175 180 185 i 9 o 

etc ttt tgg ggg aac etc atg cag ggt tac tec gta cag tgg tgg aaa 
Leu Phe Trp Gly Asn Leu Met Gin Gly Tyr Ser Val Gin Trp Trp Lys 

195 200 205 

aac aag cac aac gga cac cac gec gtc ccc aac etc cac tgc tec tec 
Asn Lys His Asn Gly His His Ala Val Pro Asn Leu His Cys Ser Ser 

2X0 215 220 

gca gtc gcg caa gat ggg gac ccg gac ate gat acc atg ccc ctt etc 722 
Ala Val Ala Gin Asp Gly Asp Pro Asp He Asp Thr Met Pro Leu Leu 

225 230 235 

gec tgg tec gtc cag caa gec cag tct tac egg gaa etc caa gee gac 770 
Ala Trp Ser Val Gin Gin Ala Gin Ser Tyr Arg Glu Leu Gin Ala Asp 

240 245 250 

gga aag gat teg ggt ttg gtc aag ttc atg ate cgt aac caa tec tac 
Gly Lys Asp Ser Gly Leu Val Lys Phe Met He Arg Asn Gin Ser Tyr 
255 260 265 270 

ttt tac ttt ccc ate ttg ttg etc gec cgc ctg teg tgg ttg aac gag 
Phe Tyr Phe Pro He Leu Leu Leu Ala Arg Leu Ser Trp Leu Asn Glu 

275 280 285 

tec ttc aag tgc gee ttt ggg ctt gga get gcg teg gag aac get get 
Ser Phe Lys Cys Ala Phe Gly Leu Gly Ala Ala Ser Glu Asn Ala Ala 

290 295 300 

etc gaa etc aag gee aag ggt ctt cag tac ccc ctt ttg gaa aag get 
Leu Glu Leu Lys Ala Lys Gly Leu Gin Tyr Pro Leu Leu Glu Lys Ala 

305 310 315 

ggc ate ctg ctg cac tac get tgg atg ctt aca gtt teg tec ggc ttt 
Gly He Leu Leu His Tyr Ala Trp Met Leu Thr Val Ser Ser Gly Phe 

320 325 330 

gga cgc ttc teg ttc gcg tac acc gca ttt tac ttt eta acc gcg acc 
Gly Arg Phe Ser Phe Ala Tyr Thr Ala Phe Tyr Phe Leu Thr Ala Thr 
335 340 345 350 



530 



578 



62 6 



674 



818 



866 



914 



962 



1010 



1058 
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gcg tec tgt gga ttc ttg etc gec att gtc ttt ggc etc ggc cac aac 1106 
Ala Ser Cys Gly Phe Leu Leu Ala He Val Phe Gly Leu Gly His Asn 

355 360 365 

ggc atg gec acc tac aat gec gac gec cgt ccg gac ttc tgg aag etc 1154 
Gly Met Ala Thr Tyr Asn Ala Asp Ala Arg Pro Asp Phe Trp Lys Leu 

370 375 380 

caa gtc acc acg act cgc aac gtc acg ggc gga cac ggt ttc ccc caa 1202 
Gin Val Thr Thr Thr Arg Asn Val Thr Gly Gly His Gly Phe Pro Gin 

385 390 395 

gec ttt gtc gac tgg ttc tgt ggt ggc etc cag tac caa gtc gac cac 1250 
Ala Phe Val Asp Trp Phe Cys Gly Gly Leu Gin Tyr Gin Val Asp His 

400 405 410 

cac tta ttc ccc age ctg ccc cga cac aat ctg gec aag aca cac gca 129 8 

His Leu Phe Pro Ser Leu Pro Arg His Asn Leu Ala Lys Thr His Ala 
415 420 425 430 

ctg gtc gaa teg ttc tgc aag gag tgg ggt gtc cag tac cac gaa gee 1346 
Leu Val Glu Ser Phe Cys Lys Glu Trp Gly Val Gin Tyr His Glu Ala 

435 440 445 

gac ctt gtg gac ggg acc atg gaa gtc ttg cac cat ttg ggc age gtg 1394 
Asp Leu Val Asp Gly Thr Met Glu Val Leu His His Leu Gly Ser Val 

450 455 460 

gee ggc gaa ttc gtc gtg gat ttt gta cgc gat gga ccc gee atg taa a 1443 
Ala Gly Glu Phe Val Val Asp Phe Val Arg Asp Gly Pro Ala Met 
465 470 475 

<210> 70 

<211> 477 
<212> PRT 

<213> Phaeodac tylum tricornutum 
<400> 70 

Met Gly Lys Gly Gly Asp Ala Arg Ala Ser Lys Gly Ser Thr Ala Ala 

15 10 15 

Arg Lys He Ser Trp Gin Glu Val Lys Thr His Ala Ser Pro Glu Asp 

20 25 30 

Ala Trp He He His Ser Asn Lys Val Tyr Asp Val Ser Asn Trp His 

35 40 45 

Glu His Pro Gly Gly Ala Val He Phe Thr His Ala Gly Asp Asp Met 

50 55 60 

Thr Asp He Phe Ala Ala Phe His Ala Pro Gly Ser Gin Ser Leu Met 
65 70 75 80 

Lys Lys Phe Tyr He Gly Glu Leu Leu Pro Glu Thr Thr Gly Lys Glu 

85 90 95 

Pro Gin Gin He Ala Phe Glu Lys Gly Tyr Arg Asp Leu Arg Ser Lys 

100 105 110 

Leu He Met Met Gly Met Phe Lys Ser Asn Lys Trp Phe Tyr Val Tyr 

115 120., 125 

Lys Cys Leu Ser Asn Met Ala lie Trp Ala Ala Ala Cys Ala Leu Val 

130 135 140 

Phe Tyr Ser Asp Arg Phe Trp Val Kis Leu Ala Ser Ala Val Met Leu 
1^5 150 155 160 

Gly Thr Phe Phe Gin Gin Ser Gly Trp Leu Ala His Asp Phe Leu His 
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His Gin Val 

Trp Gly Asn 
195 

His Asn Gly 
210 

Ala Gin Asp 
225 

Ser Val Gin 

Asp Ser Gly 

Phe Pro lie 
275 

Lys Cys Ala 

290 
Leu Lys Ala 
305 

Leu Leu His 

Phe Ser Phe 

Cys Gly Phe 
355 

Ala Thr Tyr 

370 
Thr Thr Thr 
385 

Val Asp Trp 

Phe Pro Ser 

Glu Ser Phe 
435 

Val Asp Gly 

450 
Glu Phe Val 
465 



165 
Phe Thr 
180 

Leu Met 

His His 

Gly Asp 

Gin Ala 
245 
Leu Val 
260 

Leu Leu 

Phe Gly 

Lys Gly 

Tyr Ala 
325 
Ala Tyr 
340 

Leu Leu 

Asn Ala 

Arg Asn 

Phe Cys 
405 
Leu Pro 
420 

Cys Lys 



Lys Arg Lys 

Gin Gly Tyr 
200 

Ala Val Pro 

215 
Pro Asp lie 
230 

Gin Ser Tyr 

Lys Phe Met 

Leu Ala Arg 
280 

Leu Gly Ala 

295 
Leu Gin Tyr 
310 

Trp Met Leu 

Thr Ala Phe 

Ala lie Val 
360 

Asp Ala Arg 

375 
Val Thr Gly 
390 

Gly Gly Leu 
Arg His Asn 



Thr Met 
Val Asp 



Glu Trp Gly 
440 

Glu Val Leu 

455 
Phe Val Arg 
470 
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170 
His Gly 
185 

Ser Val 

Asn Leu 

Asp Thr 

Arg Glu 
250 
lie Arg 
265 

Leu Ser 

Ala Ser 

Pro Leu 

Thr Val 
330 
Tyr Phe 
345 

Phe Gly 

Pro Asp 

Gly His 

Gin Tyr 
410 
Leu Ala 
425 

Val Gin 



Asp Leu 

Gin Trp 

His Cys 
220 
Met Pro 
235 

Leu Gin 

Asn Gin 

Trp Leu 

Glu Asn 
300 
Leu Glu 
315 

Ser Ser 

Leu Thr 

Leu Gly 

Phe Trp 
380 
Gly Phe 
395 

Gin Val 



Gly Gly 
190 
Trp Lys 
205 

Ser Ser 
Leu Leu 
Ala Asp 



Ser Tyr 
270 
Asn Glu 
285 

Ala Ala 

Lys Ala 

Gly Phe 

Ala Thr 
350 
His Asn 
365 

Lys Leu 
Pro Gin 
Asp His 



Lys Thr 
Tyr His 



His His 
Asp Gly 



Leu Gly 
460 
Pro Ala 
475 



His Ala 
430 
Glu Ala 
445 

Ser Val 
Met 



175 

Leu Phe 

Asn Lys 

Ala Val 

Ala Trp 
240 
Gly Lys 
255 

Phe Tyr 

Ser Phe 

Leu Glu 

Gly lie 
320 
Gly Arg 
335 ' 
Ala Ser 

Gly Met 

Gin Val 

Ala Phe 
400 
His Leu 
415 

Leu Val 
Asp Leu 
Ala Gly 



<210> 71 



<211> 17061 
<212> DNA 

<213> Phaeodactylum tricornutum, 
elegans 



Physcomitrella patens, Caenorhabditis 



<220> 

<221> CDS 

<222> (4554) . . (5987) 

<223> Phaeodactylum tricornutum Delta-6-Desaturase 
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<220> 
<221> 
<222> 
<223> 

<220> 
<221> 
<222> 
<223> 
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CDS 

(2805) . . (3653) 

Caenorhabditis elegans LPLAT 
CDS 

(1026) . . (1898) 

Physcomitrella patens Delta-6-Elongase 



<400> 71 

tggggaaccc tgtggttggc atgcacatac aaatggacga aggataaacc ttttcacgcc 
cttttaaata tccgattatt ctaataaacg ctcttttctc ttaggtttac ccgccaatat 
atcctgtcaa acactgatag tttaaactga aggcgggaaa cgacaatctg atcatgagcg 
gagaattaag ggagtcacgt tatgaccccc gccgatgacg cgggacaagc cgttttacgt 
ttggaactga cagaaccgca acgttgaagg agccactcag ccgatctgaa ttcatcgatc 
ctctagaggc gcgccgagct cctcgagcaa atttacacat tgccactaaa cgtctaaacc 
cttgtaattt gtttttgttt tactatgtgt gttatgtatt tgatttgcga taaattttta 
tatttggtac taaatttata acacctttta tgctaacgtt tgccaacact tagcaatttg 
caagttgatt aattgattct aaattatttt tgtcttctaa atacatatac taatcaactg 
gaaatgtaaa tatttgctaa tatttctact ataggagaat taaagtgagt gaatatggta 
ccacaaggtt tggagattta attgttgcaa tgctgcatgg atggcatata caccaaacat 
tcaataattc ttgaggataa taatggtacc acacaagatt tgaggtgcat gaacgtcacg 
tggacaaaag gtttagtaat ttttcaagac aacaatgtta ccacacacaa gttttgaggt 
gcatgcatgg atgccctgtg gaaagtttaa aaatattttg gaaatgattt gcatggaagc 
catgtgtaaa accatgacat ccacttggag gatgcaataa tgaagaaaac tacaaattta 
catgcaacta gttatgcatg tagtctatat aatgaggatt ttgcaatact ttcattcata 
cacactcact aagttttaca cgattataat ttcttcatag ccagcccacc gcggtgggcg 
gccgc atg gag gtc gtg gag aga ttc tac ggt gag ttg gat ggg aag gtc 
Met Glu Val Val Glu Arg Phe Tyr Gly Glu Leu Asp Gly Lys Val 
1 5 io 15 

teg cag ggc gtg aat gca ttg ctg ggt agt ttt ggg gtg gag ttg acg 
Ser Gin Gly Val Asn Ala Leu Leu Gly Ser Phe Gly Val Glu Leu Thr 

20 25 30 

gat acg ccc act acc aaa ggc ttg ccc etc gtt gac agt ccc aca ccc 
Asp Thr Pro Thr Thr Lys Gly Leu Pro Leu Val Asp Ser Pro Thr Pro 

35 40 45 

ate gtc etc ggt gtt tct gta tac ttg act att gtc att gga ggg ctt 
lie Val Leu Gly Val Ser Val Tyr Leu Thr lie Val lie Gly Gly Leu 

50 55 60 

ttg tgg ata aag gec agg gat ctg aaa ccg cgc gee teg gag cca ttt 
Leu Trp He Lys Ala Arg Asp Leu Lys Pro Arg Ala Ser Glu Pro Phe 

65 70 75 

ttg etc caa get ttg gtg ctt gtg cac aac ctg ttc tgt ttt gcg etc 
Leu Leu Gin Ala Leu Val Leu Val His Asn Leu Phe Cys Phe Ala Leu 
80 85 9 o ~ 95 

agt ctg tat atg tgc gtg ggc ate get tat cag get att acc tgg egg 
Ser Leu Tyr Met Cys Val Gly He Ala Tyr Gin Ala He Thr Trp Arg 

100 105 no 

tac tct etc tgg ggc aat gca tac aat cct aaa cat aaa gag atg gcg 
Tyr Ser Leu Trp Gly Asn Ala Tyr Asn Pro Lys His Lys Glu Met Ala 

115 120 125 

att ctg gta tac ttg ttc tac atg tct aag tac gtg gaa ttc atg gat 



60 
12 0 
180 
240 
300 
360 
420 
480 
540 
600 
660 
720 
780 
840 
900 
960 
1020 
1070 



1118 



1166 



1214 



1262 



1310 



1358 



1406 



1454 
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lie Leu Val Tyr Leu Phe Tyr Met Ser Lys Tyr Val Glu Phe Met Asp 

130 135 140 

ace gtt ate atg ata ctg aag cgc age ace agg caa ata age ttc etc 1502 
Thr Val lie Met He Leu Lys Arg Ser Thr Arg Gin He Ser Phe Leu 

145 150 155 

cac gtt tat cat cat tct tea att tec etc att tgg tgg get att get 1550 
His Val Tyr His His Ser Ser He Ser Leu He Trp tS lit Tit lit 
160 165 170 i 75 

^ at ^ SC ° Ct ggt gaa gCa tat tgg tct gcg * ct aac tea 1598 

His His Ala Pro Gly Gly Glu Ala Tyr Trp Ser Ala Ala Leu Asn Ser 

180 i 85 19Q 

gga gtg cat gtt etc atg tat gcg tat tac ttc ttg get gee tgc ctt lS4fi 
Gly Val His Val Leu Met Tyr Ala Tyr Tyr Phe LeS La lit Cys Leu 

195 200 205 

cga agt age cca aag tta aaa aat aag tac ctt ttt tgg ggc agg tac 1694 
Arg ser Ser Pro Lys Leu Lys Asn Lys Tyr Leu Phe Trp Gly Arg Tyr 
210 215 220 

T ttg ^ 3 ^ ^ atg ttC Cag tfct atg ctg aac tta cag get 1742 

Leu Thr Gin Phe Gin Met Phe Gin Phe Met Leu Asn Leu Val Gin Ala 

225 230 235 

tac tac gac atg aaa acg aat gcg cca tat cca caa tgg ctg ate aag 1790 

Tyr Tyr Asp Met Lys Thr Asn Ala Pro Tyr Pro Gin Trp Leu He Lys 

240 245 250 255 

r ttg tt C I 30 ^ Stg atC tCg ttg Ctg ttfc ctt ttc *gc aat ttt 1838 
He Leu Phe Tyr Tyr Met He Ser Leu Leu Phe Leu Phe Gly Asn Phe 

260 265 270 

^ f t atC ^ CCC tCt ga ° g9a aag caa aa * TO» BCt 1886 

Tyr Val Gin Lys Tyr He Lys Pro Ser Asp Gly Lys Gin Lys Gly Ala 

275 280 285 

aaa act gag tga tctagaaggc ctcctgcttt aatgagatat gcgagacgcc 1933 
isys TnjT Glu 

290 

tatgatcgea tgatatttgc ttteaattct gttgtgeacg ttgtaaaaaa cctgagcatg 1998 

tltlZtt^ at ! CttaCCg ttcattctaa tgaatatatc acccgLJ 2058 

acaStt^ ta ^ gaataat a «ctccgtt caatttaetg attgtccgtc gageaaattt 2118 

acacattgcc actaaaegtc taaacccttg taatttgttt ttgttttact atgtgtgtta 2178 

tgtatttgat ttgcgataaa tttttatatt tggtactaaa tttataacae ettttatget 2238 

aacgtttgcc aacacttage aatttgcaag ttgattaatt gattetaaat tatttttgtc 2298 

ttctaaatac atatactaat caactggaaa tgtaaatatt tgctaatatt tctactatag 2358 

gagaattaaa gtgagtgaat atggtaccac aaggtttgga gatttaattg ttgeaatget 2418 

gcatggatgg catatacacc aaacattcaa taattcttga ggataataat ggtaceacac 2478 

aagatttgag gtgeatgaac gtcacgtgga eaaaaggttt agtaattttt caagacaaca 2538 

atJttaaaaa TalttT^ tgaggtgcat ^atggatgc ectgtggaaa gtttaaaaat 2598 
attttggaaa tgatttgeat ggaagccatg tgtaaaacca tgacatccac ttggaggatg 2658 
ZltlttlT gaaaa ^ aca aatttacatg eaactagtta tgeatgtagt etatataatg 2718 
aggattttge aataetttca ttcatacaca cteactaagt tttaeaegat tataatttct 2778 
teatagecag cggatccgcc cacata atg gag aac ttc tgg tct att gtt gtg 2831 

Met Glu Asn Phe Trp Ser He Val Val 
295 

ttt ttt eta etc tea att etc ttc att tta tat aac ata teg aca gta 2879 

Phe Phe Leu Leu Ser He Leu Phe He Leu Tyr Asn lie SeJ Tnr" Tl 

300 305 310 315 

tgc cac tac tat atg egg att teg ttt tat tac ttc aca att tta ttg 2927 

Cys Hxs Tyr Tyr Met Arg He Ser Phe Tyr Tyr Phe Thr He Leu Leu 
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320 325 330 

cat gga atg gaa gtt tgt gtt aca atg ate cct tct tgg eta aat ggg 2975 
His Gly Met Glu Val Cys Val Thr Met lie Pro Ser Trp Leu Asn Gly 

335 340 345 

aag ggt get gat tac gtg ttt cac teg ttt ttc tat tgg tgt aaa tgg 3023 
Lys Gly Ala Asp Tyr Val Phe His Ser Pile Phe Tyr Trp Cys Lys Trp 

350 355 3 60 

act ggt gtt cat aca aca gtc tat gga tat gaa aaa aca caa gtt gaa 3071 
Thr Gly Val His Thr Thr Val Tyr Gly Tyr Glu Lys Thr Gin Val Glu 

365 370 375 

ggt ccg get gta gtt att tgt aat cat cag agt tct etc gac att eta 3119 
Gly Pro Ala Val Val He Cys Asn His Gin Ser Ser Leu Asp He Leu 
380 385 390 395 

teg atg gca tea ate tgg ccg aag aat tgt gtt gta atg atg aaa cga 3167 
Ser Met Ala Ser He Trp Pro Lys Asn Cys Val Val Met Met Lys Arg 

400 405 410 

att ctt gee tat gtt cca ttc ttc aat etc gga gec tac ttt tec aac 3215 
He Leu Ala Tyr Val Pro Phe Phe Asn Leu Gly Ala Tyr Phe Ser Asn 

415 420 425 

aca ate ttc ate gat cga tat aac cgt gaa cgt gcg atg get tea gtt 3263 
Thr He Phe He Asp Arg Tyr Asn Arg Glu Arg Ala Met Ala Ser Val 

430 435 440 

gat tat tgt gca tct gaa atg aag aac aga aat ctt aaa ctt tgg gta 3311 
Asp Tyr Cys Ala Ser Glu Met Lys Asn Arg Asn Leu Lys Leu Trp Val 

445 450 455 

ttt ccg gaa gga aca aga aat cgt gaa gga ggg ttc att cca ttc aag 3359 
Phe Pro Glu Gly Thr Arg Asn Arg Glu Gly Gly Phe He Pro Phe Lys 
460 465 470 475 

aaa gga gca ttc aat att gca gtt cgt gcg cag att ccc att att cca 3407 
Lys Gly Ala Phe Asn He Ala Val Arg Ala Gin He Pro He He Pro 

480 485 490 

gtt gta ttc tea gac tat egg gat ttc tac tea aag cca ggc cga tat 3455 
Val Val Phe Ser Asp Tyr Arg Asp Phe Tyr Ser Lys Pro Gly Arg Tyr 

495 500 505 

ttc aag aat gat gga gaa gtt gtt att cga gtt ctg gat gcg att cca 3503 
Phe Lys Asn Asp Gly Glu Val Val He Arg Val Leu Asp Ala He Pro 

510 515 520 

aca aaa ggg etc act ctt gat gac gtc age gag ttg tct gat atg tgt 3551 
Thr Lys Gly Leu Thr Leu Asp Asp Val Ser Glu Leu Ser Asp Met Cys 

525 530 535 

egg gac gtt atg ttg gca gee tat aag gaa gtt act eta gaa get cag 3599 
Arg Asp Val Met Leu Ala Ala Tyr Lys Glu Val Thr Leu Glu Ala Gin 
540 545 550 555 

caa cga aat gcg aca egg cgt gga gaa aca aaa gac ggg aag aaa tct 3647 
Gin Arg Asn Ala Thr Arg Arg Gly Glu Thr Lys Asp Gly Lys Lys Ser 

560 565 570 

gag taa getagegtta accctgcttt aatgagatat gcgagacgcc tatgatcgea 3703 
Glu 



tgatatttgc tttcaattct gttgtgcacg ttgtaaaaaa cctgagcatg tgtagctcag 3763 

atccttaccg ccggtttcgg ttcattctaa tgaatatatc acccgttact ategtatttt 3823 

tatgaataat attctcegtt caatttactg attgtccgtc gagcaaattt acacattgcc 3883 

actaaaegtc taaacccttg taatttgttt ttgttttact atgtgtgtta tgtatttgat 3943 

ttgcgataaa tttttatatt tggtactaaa tttataacac ettttatget aacgtttgcc 4003 
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aacacttagc aatttgcaag ttgattaatt gattctaaat tatttttgtc ttctaaatac 4063 

atatactaat caactggaaa tgtaaatatt tgctaatatt tctactaLf gagaattaaa till 

gtgagtgaat atggtaccac aaggtttgga gatttaattg ttgcaatgc^ gcltggatga till 

ataJataaac taattCtt * a ^taataat ggtaccacac Lgatttgag till 

HIT t ttt f CaCgtgga ca **aggttt agtaattttt caagacaaca atgttaccac 4303 

tlT^ 9 I t3aggtgcat ^atggatgc cctgtggaaa gtttaaaaat attttggaaa ties 

tgatttgcat ggaagccatg tgtaaaacca tgacatccac ttggaggatg caataSaa till 

gaaaactaca aatttacatg caactagtta tgcatgtagt ctatataatg aggatttXc ttll 

TatTl ttCatacaCa ^cactaagt tttacacgat tataatttct tStagccJg till 

cagatctaaa atg ggc aaa gga ggg gac get egg gee teg aag gge tea & T 5 tl 
Met Gly Lys Gly Gly Asp Ala Arg Ala Ser Lys Gly Ser 
575 580 505 

£1 Ala 2a S xi tC T gtC aag aGC cac tct 46.0 
Ala Ala Arg ^ Ile Ser Tr P Gin Glu val Lys Thr His Ala Ser 

595 600 

Pro S£ Sp S S 111 S ? C S°° ^ aag taC ^ gtg tCC «88 
P ^: a Trp Ile Ile Hls Ser Asn Lys Val Tyr Asp Val Ser 

610 615 
aac tgg cac gaa cat ccc gga ggc gee gtc att ttc acg cac gee aot 
Asn Trp His Glu His Pro Gly Gly Ala Val He Phe Thr hS £a T y 



625 630 



635 640 645 

tac afc t ggc gaa ttg etc tug aaa acc arr 
Ser Leu Met Lys Lys Phe Tyr Xle Gly Glu Leu Leu Vrl Tin Tnr J£ 

655 6 $0 

2 2 2 2 2 ~ "! ? ? c i ct -« -> - '»= « = tB 



675 680 



cgc tec aaa etc ate atg atg ggc atg ttc aag tec aac aag tgg ttc 
Arg Ser Lys Leu lie Met Met Gly Met Phe Lys Ser Asn LyJ j£ £ 



690 



5 S £ = S = 2 2 2 s 2 2 2 s = - - 

705 72.0 

2 = 2 2 5 2 2 2 2 2 2 2 = 2 2 2 5021 

/15 720 725 



- «e t ely ^ £ 2 2 2 2 2 2 2 2 2 



740 



til T° tg ST ! aC ° ag gtC ttC aCC aag C ^ C a ^ «c Sat etc III 

Phe Leu His Hi .« mn tt^t tvu_ _ _ Mya yau uuc ya a 



755 



2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 5168 

765 770 775 

^ f ag aa<= ^ CaC Ca ° gcc gtc ccc *™ etc cac tgc tec 

Lys Asn Lys His Asn Gly His His Ala Val Pro Asn Leu His cjs Ser 



785 



790 



Ser Ea Tl 111 T W ^ CCg ga ° atC gat acc «tg ccc ett 
Ser Ala Val Ala Gin Asp Gly Asp Pro Asp lie Asp Thr Met Pro Leu 



795 800 805 



4736 



2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 

635 64 ° 645 

2 2 2 2 "f "! 1"° £» !?• »" «• *. cc a g ,a acc acc 483 2 

«Y L » «. Pro «. 01n Ile S '~ = - ^ « = "30 

o70 



4928 



2 2 2 r n: i" ^ «« «. » « 3 ac 50 , 2 

Ph. „u Hi, His jj. v.! Pte Thr ^ S S « s 2 2 2 2 5120 



5216 



5264 
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etc gec 
Leu Ala 
810 

gac gga 
Asp Gly 



tac ttt 
Tyr Phe 

gag tec 
Glu Ser 

get etc 
Ala Leu 
875 
get ggc 
Ala Gly 
890 

ttt gga 
Phe Gly 

ace gcg 
Thr Ala 

aac ggc 
Asn Gly 



etc 
Leu 

caa 
Gin 
970 
cac 
His 



caa 
Glu 
955 
gee 
Ala 

cac 
His 



gca ctg 
Ala Leu 

gaa gee 
Glu Ala 

ggc age 
Gly Ser 

ccc gee 
Pro Ala 



tgg tec gtc cag caa gee cag tct tac egg gaa etc caa gec 
Trp Ser Val Gin Gin Ala Gin Ser Tyr Arg Glu Leu Gin Ala 
815 820 825 

aag gat teg ggt ttg gtc aag ttc atg ate cgt aac caa tec 
Lys Asp Ser Gly Leu Val Lys Phe Met lie Arg Asn Gin Ser 

830 835 84Q 

tac ttt ccc ate ttg ttg etc gee cgc ctg teg tgg ttg aac 
Tyr Phe Pro He Leu Leu Leu Ala Arg Leu Ser Trp Leu Asn 

845 850 855 

ttc aag tgc gec ttt ggg ctt gga get gcg teg gag aac get 
Phe Lys Cys Ala Phe Gly Leu Gly Ala Ala Ser Glu Asn Ala 
S60 865 870 

gaa etc aag gec aag ggt ctt cag tac ccc ctt ttg gaa aag 
Glu Leu Lys Ala Lys Gly Leu Gin Tyr Pro Leu Leu Glu Lys 

880 885 
ate ctg ctg cac tac get tgg atg ctt aca gtt teg tec ggc 
He Leu Leu His Tyr Ala Trp Met Leu Thr Val Ser Ser Gly 
895 900 905 

cgc ttc teg ttc gcg tac ace gca ttt tac ttt eta acc gcg 
Arg Phe Ser Phe Ala Tyr Thr Ala Phe Tyr Phe Leu Thr Ala 

910 915 920 

tec tgt gga ttc ttg etc gee att gtc ttt ggc etc ggc cac 
Gly Phe Leu Leu Ala He Val Phe Gly Leu Gly His 
9 30 935 
atg gee acc tac aat gec gac gee cgt ccg gac ttc tgg aag 
Met Ala Thr Tyr Asn Ala Asp Ala Arg Pro Asp Phe Trp Lys 
9 *0 945 950 

gtc acc acg act cgc aac gtc acg ggc gga cac ggt ttc ccc 
Val Thr Thr Thr Arg Asn Val Thr Gly Gly His Gly Phe Pro 

960 965 
ttt gtc gac tgg ttc tgt ggt ggc etc cag tac caa gtc gac 
Phe Val Asp Trp Phe Cys Gly Gly Leu Gin Tyr Gin Val Asp 
975 980 985 

tta ttc ccc age ctg ccc cga cac aat ctg gee aag aca cac 
Leu Phe Pro Ser Leu Pro Arg His Asn Leu Ala Lys Thr His 

990 "5 1000 

gtc gaa teg ttc tgc aag gag tgg ggt gtc cag tac cac 
Val Glu Ser Phe Cys Lys Glu 

1005 loio 
gac ctt gtg gac ggg acc atg 
Asp Leu Val Asp Gly Thr Met 

1020 1025 
gtg gee ggc gaa ttc gtc gtg 
Val Ala Gly Glu Phe Val Val 

1035 1040 
atg taa agatctgecg gcatcgatcc egggecatgg ectgetttaa 
Met 



Ser Cys 
925 



Trp Gly Val Gin Tyr 
1015 

gaa gtc ttg cac cat 
Glu Val Leu His His 
1030 

gat ttt gta cgc gat 
Asp Phe Val Arg Asp 
1045 



His 

ttg 
Leu 

Gly 



5312 



5360 



5408 



5456 



5504 



5552 



5600 



5648 



5696 



5744 



5792 



5840 



5885 



5930 



5975 



6027 
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geggagecta 


15687 


gecttttget 


15747 


cgectttgag 


15807 


gagegaggaa 


15867 


ttggacgcta 


15927 


gtggaaaggg 


15987 


ggcagcggtc 


16047 


ctccttttcg 


16107 
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ccaatccatc gacaatcacc gcgagtccct 
cgaaggcgtc tatcgcggcc cgcaacagcg 
cgcgctcgcc ggcatcgctg tcgccggcct 
agctgattgt catcagcgca ttgacggcgt 
agcgaagctg cgcgtcggcc gtttccatct 
tgcgcgcgcc atcgcggtag gcgagcagcg 
gaaatgagcg ccagtcgtcg tcggctctcg 
tggcttcggc cagtgcgtcg agcagcgccc 
gctgctgaac ccccaaccgt tccgccagtt 
cgttcaacag gtccagggcg gcacggatca 
acactttatc actgataaac ataatatgtc 
cgttcaatcg gaccagcgga ggctggtccg 
gatcgtaatt ctgagcactg tcgcgctcga 
gctgccgggc ctcctgcgcg atctggttca 
tctgctggcg ctgtatgcgt tggtgcaatt 
ggatcgtttc gggcggcggc caatcttgct 

<210> 72 
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gctcgaacgc tgcgtccgga ccggcttcgt 16167 

gcgagagcgg agcctgttca acggtgccgc 16227 

gctcctcaag cacggcccca acagtgaagt 16287 

ccccggccga aaaacccgcc tcgcagagga 16347 

gcggtgcgcc cggtcgcgtg ccggcatgga 16407 

cctgcctgaa gctgcgggca ttcccgatca 16467 

gcaccgaatg cgtatgattc tccgccagca 16527 

gcttgttcct gaagtgccag taaagcgccg 16587 

tgcgtgtcgt cagaccgtct acgccgacct 16647 

ctgtattcgg ctgcaacttt gtcatgcttg 16707 

caccaactta tcagtgataa agaatccgcg 16767 

gaggccagac gtgaaaccca acatacccct 16827 

cgctgtcggc atcggcctga ttatgccggt 16887 

ctcgaacgac gtcaccgccc actatggcat 16947 

tgcctgcgca cctgtgctgg gcgcgctgtc 17007 

cgtctcgctg gccggcgcca gate 17061 



<211> 290 
<212> PRT 

<213> Phaeodactylum tricornutum, 
elegans 

<400> 72 



Physcomitrella patens, Caenorhabditis 



Met Glu Val Val Glu Arg Phe Tyr Gly Glu Leu Asp Gly Lys Val Ser 

1 5 10 15 

Gin Gly Val Asn Ala Leu Leu Gly Ser Phe Gly Val Glu Leu Thr Asp 

20 25 30 

Thr Pro Thr Thr Lys Gly Leu Pro Leu Val Asp Ser Pro Thr Pro lie 

35 40 45 

Val Leu Gly Val Ser Val Tyr Leu Thr He Val He Gly Gly Leu Leu 

50 55 60 

Trp He Lys Ala Arg Asp Leu Lys Pro Arg Ala Ser Glu Pro Phe Leu 
65 70 75 so 

Leu Gin Ala Leu Val Leu Val His Asn Leu Phe Cys Phe Ala Leu Ser 

85 90 95 

Leu Tyr Met Cys Val Gly He Ala Tyr Gin Ala He Thr Trp Arg Tyr 

100 105 no 

Ser Leu Trp Gly Asn Ala Tyr Asn Pro Lys His Lys Glu Met Ala He 

115 120 125 

Leu Val Tyr Leu Phe Tyr Met Ser Lys Tyr Val Glu Phe Met Asp Thr 

130 135 140 

Val He Met He Leu Lys Arg Ser Thr Arg Gin He Ser Phe Leu His 
145 "0 155 160 

Val Tyr His His Ser Ser He Ser Leu He Trp Trp Ala He Ala His 

165 170 175 

His Ala Pro Gly Gly Glu Ala Tyr Trp Ser Ala Ala Leu Asn Ser Gly 

180 i 8 5 190 

Val His Val Leu Met Tyr Ala Tyr Tyr Phe Leu Ala Ala Cys Leu Arg 

I 95 200 205 

Ser Ser Pro Lys Leu Lys Asn Lys Tyr Leu Phe Trp Gly Arg Tyr Leu 
210 215 220 
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Thr Gin Phe Gin Met Phe Gin Phe Met Leu Asn Leu Val Gin Ala Tyr 
225 230 235 2 40 

Tyr Asp Met Lys Thr Asn Ala Pro Tyr Pro Gin Trp Leu lie Lys He 

245 250 255 

Leu Phe Tyr Tyr Met He Ser Leu Leu Phe Leu Phe Gly Asn Phe Tyr 

260 265 ^ 270 

Val Gin Lys Tyr He Lys Pro Ser Asp Gly Lys Gin Lys Gly Ala Lys 
275 280 285 

Thr Glu 
290 

<210> 73 

<211> 282 
<212> PRT 

<213> Phaeodactylum tricomutum, Physcomitrella patens, Caenorhabditis 
elegans 

<400> 73 

Met Glu Asn Phe Trp Ser He Val Val Phe Phe Leu Leu Ser He Leu 

1 5 10 15 

Phe He Leu Tyr Asn He Ser Thr Val Cys His Tyr Tyr Met Arg He 

20 25 30 

Ser Phe Tyr Tyr Phe Thr He Leu Leu His Gly Met Glu Val Cys Val 

35 40 45 

Thr Met He Pro Ser Trp Leu Asn Gly Lys Gly Ala Asp Tyr Val Phe 

50 55 60 

His Ser Phe Phe Tyr Trp Cys Lys Trp Thr Gly Val His Thr Thr Val 
65 70 75 80 

Tyr Gly Tyr Glu Lys Thr Gin Val Glu Gly Pro Ala Val Val He Cys 

85 90 95 

Asn His Gin Ser Ser Leu Asp He Leu Ser Met Ala Ser He Trp Pro 

100 105 no 

Lys Asn Cys Val Val Met Met Lys Arg lie Leu Ala Tyr Val Pro Phe 

115 120 125 

Phe Asn Leu Gly Ala Tyr Phe Ser Asn Thr He Phe He Asp Arg Tyr 

130 135 140 

Asn Arg Glu Arg Ala Met Ala Ser Val Asp Tyr Cys Ala Ser Glu Met 
145 150 155 160 

Lys Asn Arg Asn Leu Lys Leu Trp Val Phe Pro Glu Gly Thr Arg Asn 

165 170 175 

Arg Glu Gly Gly Phe He Pro Phe Lys Lys Gly Ala Phe Asn He Ala 

180 185 190 

Val Arg Ala Gin He Pro He He Pro Val Val Phe Ser Asp Tyr Arg 

195 200 205 

Asp Phe Tyr Ser Lys Pro Gly Arg Tyr Phe Lys Asn Asp Gly Glu Val 

210 215 220 

Val He Arg Val Leu Asp Ala He Pro Thr Lys Gly Leu Thr Leu Asp 
225 230 235 240 

Asp Val Ser Glu Leu Ser Asp Met Cys Arg Asp Val Met Leu Ala Ala 

245 250 255 

Tyr Lys Glu Val Thr Leu Glu Ala Gin Gin Arg Asn Ala Thr Arg Arg 
260 265 270 
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Gly Glu Thr Lys Asp Gly Lys Lys Ser Glu 



275 280 
<210> 74 

<211> 477 
<212> PRT 

elegLs^ 0 ^ 0 ^ 1111 " tricornutUHl ' ^yscomitrella patens, Caenorhabditis 
<400> 74 

Met Gly Lys Gly Gly Asp Ala Arg Ala Ser Lys Gly Ser Thr Ala Ala 

Arg Lys lie Ser Trp Gin Glu Val Lys Thr His Ala Ser Pro Glu Asd 

20 25 3 0 

Ala Trp lie lie His Ser Asn Lys Val Tyr Asp Val Ser Asn Trp His 

35 40 45 

Glu His Pro Gly Gly Ala Val lie Phe Thr His Ala Gly Asp Asp Met 

50 55 60 

Thr Asp lie Phe Ala Ala Phe His Ala Pro Gly Ser Gin Ser Leu Met 
65 70 75 80 

Lys Lys Phe Tyr He Gly Glu Leu Leu Pro Glu Thr Thr Gly Lys Glu 

85 90 95 

Pro Gin Gin He Ala Phe Glu Lys Gly Tyr Arg Asp Leu Arg Ser Lys 

100 105 110 

Leu He Met Met Gly Met Phe Lys Ser Asn Lys Trp Phe Tyr Val Tyr 

115 120 125 

Lys Cys Leu Ser Asn Met Ala He Trp Ala Ala Ala Cys Ala Leu Val 

130 135 140 

Phe Tyr Ser Asp Arg Phe Trp Val His Leu Ala Ser Ala Val Met Leu 
145 150 155 160 

Gly Thr Phe Phe Gin Gin Ser Gly Trp Leu Ala His Asp Phe Leu His 

165 170 175 

His Gin Val Phe Thr Lys Arg Lys His Gly Asp Leu Gly Gly Leu Phe 

* „, 180 185 190 

Trp Gly Asn Leu Met Gin Gly Tyr Ser Val Gin Trp Trp Lys Asn Lys 

195 200 205 

His Asn Gly His His Ala Val Pro Asn Leu His Cys Ser Ser Ala Val 

210 215 220 

Ala Gin Asp Gly Asp Pro Asp He Asp Thr Met Pro Leu Leu Ala Trp 
225 230 235 240 

Ser Val Gin Gin Ala Gin Ser Tyr Arg Glu Leu Gin Ala Asp Gly Lys 

245 250 255 

Asp Ser Gly Leu Val Lys Phe Met He Arg Asn Gin Ser Tyr Phe Tyr 

260 265 270 

Phe Pro He Leu Leu Leu Ala Arg Leu Ser Trp Leu Asn Glu Ser Phe 

275 280 285 

Lys Cys Ala Phe Gly Leu Gly Ala Ala Ser Glu Asn Ala Ala Leu Glu 

290 295 300 

Leu Lys Ala Lys Gly Leu Gin Tyr Pro Leu Leu Glu Lys Ala Gly He 

305 . 310 315 320 

Leu Leu His Tyr Ala Trp Met Leu Thr Val Ser Ser Gly Phe Gly Arg 

325 330 335 
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Phe Ser Phe Ala Tyr Thr Ala Phe Tyr Phe Leu Thr Ala Thr Ala Ser 

340 345 350 

Cys Gly Phe Leu Leu Ala lie Val Phe Gly Leu Gly His Asn Gly Met 

355 360 365 

Ala Thr Tyr Asn Ala Asp Ala Arg Pro Asp Phe Trp Lys Leu Gin Val 

370 375 380 

Thr Thr Thr Arg Asn Val Thr Gly Gly His Gly Phe Pro Gin Ala Phe 
385 390 395 400 

Val Asp Trp Phe Cys Gly Gly Leu Gin Tyr Gin Val Asp His His Leu 

405 410 415 

Phe Pro Ser Leu Pro Arg His Asn Leu Ala Lys Thr His Ala Leu Val 

420 425 430 

Glu Ser Phe Cys Lys Glu Trp Gly Val Gin Tyr His Glu Ala Asp Leu 

435 440 445 

Val Asp Gly Thr Met Glu Val Leu His His Leu Gly Ser Val Ala Gly 

450 455 460 

Glu Phe Val Val Asp Phe Val Arg Asp Gly Pro Ala Met 
465 470 475 
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